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1 
緒論 
 
 大気 CO2濃度は産業革命以降上昇し続けており，2015 年 12 月には有史以降初めて月
別全大気二酸化炭素濃度が 400 ppm を超えた．2013 年 9 月には気候変動に関する政府
間パネル (IPCC) 第 36 回総会がスウェーデンのストックホルムで開催され，そこで審
議された IPCC 第 5 次評価報告書第 1 作業部会報告書（自然科学的根拠）では，気候シ
ステムの温暖化は疑う余地がなく，人間活動が 20 世紀半ば以降に観測された温暖化の
主要因であった可能性が極めて高いことが報告された．同時に 1750 年以降の大気 CO2
濃度の増加は，地球のエネルギー収支の不均衡に最も大きく寄与していることも報告さ
れた．世界各国政府，様々な国際機関のもと CO2排出量削減のための政策がとられてい
るが，今後とも大気 CO2濃度の上昇は疑うことなく進むと考えられている．また，現在
世界人口は 73 億人を超え，国際連合によると 2050 年までに 97 億人に増えると予想さ
れている．これらを踏まえると，増え続ける食料需要を満たすためには，大気 CO2濃度
の増加による気候変動環境下で食糧増加を達成しなければならない． 
 植物の活動は気候変動に大きな影響を受け，さらにそれは地球環境に大きな影響を与
える．そのため大気 CO2濃度の上昇が植物の生育にどのような影響を与えるかについて，
数多くの研究がなされてきた (Ainsworth and Long, 2005; Terashima et al., 2014)．一般的
に，高 CO2条件下で植物を育成すると草丈，茎の直径，分枝数，葉数が増加する 
(Ainsworth and Long, 2005; Cheng et al., 2009)．高 CO2条件下における代謝の変化として
は，光合成速度の上昇，デンプンの蓄積量の増加が起こることが多くの C3植物で観察
されている (Ainsworth and Long, 2005)．全体として，大気 CO2濃度の上昇は，ほとんど
の C3植物において光合成の促進，生育や収量の増加をもたらす．しかしながら植物は
長期間高 CO2条件に曝されると，しばしば光合成速度の低下 (光合成のダウンレギュレ
ーション) が起きる．このため，高 CO2条件下での収量増加は予想されていたよりも小
さくなる．その原因は直接的な CO2への応答ではなく，光合成産物の過剰蓄積や Rubisco
含量や葉内窒素含量の低下などの二次的な応答だと考えられている (Makino and Mae, 
1999; Ainsworth and Long, 2005)．しかしながら，ジャガイモやハツカダイコンといった
光合成産物の大きなシンク器官を持つ植物種では光合成のダウンレギュレーションが
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起こりにくいことが報告されている (Sage et al., 1989; Usuda and Shimogawa, 1998)．つま
り，高 CO2応答は植物種によって異なり，生育，収量の促進効果も種に依存する．言い
換えれば，植物種によってはより高度に高 CO2条件に適応できるポテンシャルを持って
いると考えられる．よって，作物の高 CO2応答の改良は食糧増産のための重要な育種タ
ーゲットの 1 つであると言える． 
 イネは世界人口の約半数が主食とする重要な作物の 1 つであると同時に，単子葉類の
ゲノム解析において重要なモデル植物でもある．イネを高 CO2条件下で育成すると，
個々の葉の葉面積に影響は少ないが，分げつ数が増加するため株全体の葉面積と穂数が
増加する (Imai, 1995)．また高 CO2条件下では葉面積当たりの光合成速度の上昇が起こ
るため乾物重の増加が起きる (Rowland-Bamford et al., 1991; Baker et al., 1996)．Hasegawa 
et al. (2013) によると Free Air CO2 Enrichment (FACE) 実験下におけるイネの収量増加の
程度は 3-36%であり，品種によって異なることを報告している．その収量増加の程度が
品種によって異なるのは，品種によって光合成のダウンレギュレーションの程度が異な
るためと考えられる．イネにおける高 CO2条件下での光合成のダウンレギュレーション
は葉面積あたりの窒素含量が低下するために起こると考えられている (Makino and 
Mae, 1999)．イネでは葉鞘が光合成産物のシンク器官として機能するため，葉身の光合
成産物含量は比較的少ない．そのため窒素含量の低下は光合成産物の蓄積によるもので
はないと考えられる．しかしながら，これまで葉鞘のシンク能力が光合成のダウンレギ
ュレーションを含む，葉身の光合成に与える影響は明らかにされてこなかった． 
 高 CO2条件下では光合成速度の上昇，光呼吸の抑制，呼吸の促進など，様々な代謝の
変化が起きる (Leakey et al., 2009a, Leakey et al., 2009b)．そのため植物の高 CO2応答には
様々なシグナル伝達経路が関わっていると考えられている．高 CO2条件で育成した植物
の葉で起こる光合成産物の蓄積量の増加は，糖応答性の遺伝子の発現に影響を与える．
ヘキソキナーゼ依存的シグナル伝達経路は最も解析の進んでいる糖シグナル伝達経路
で，光合成に関わる遺伝子の発現を抑制する (Jang and Sheen, 1994; Jang and Sheen, 
1997)．イネでは 10 個のヘキソキナーゼが特定されている (Cho et al., 2008)．そのうち，
OsHKX5 と OsHKX6 はグルコースセンサーとして機能しているとしていると考えられ
ている (Cho et al., 2009)．ヘキソキナーゼ以外には，SnRK1 が糖欠乏に応答して多くの
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遺伝子の発現を調節していることが知られている (Baena-González and Sheen, 2008)．ま
た SnRK1 は，スクロースリン酸合成酵素や硝酸還元酵素のような一次代謝に関わる鍵
酵素の活性調節にも働いている (Halford et al., 2003)．葉緑体や細胞質の酸化還元状態も
糖応答性遺伝子の発現調節シグナルとして働く (Oswald et al., 2001)．高 CO2条件下の光
合成速度の上昇は，葉内の無機リン酸レベルを減少させる場合がある (Sharkey, 1985)．
そのため無機リン酸応答性遺伝子の発現を制御する PHR1 や SIZ1 も植物の高 CO2応答
に関わっている可能性がある (Rubio et al., 2012; Miura et al., 2005)．炭素 (糖) と窒素の
バランス (C/N バランス) もまた光合成や窒素同化に関わる遺伝子の発現調節に関わる
重要なシグナルである (Oliveira and Coruzzi, 1999; Martin et al., 2002)．Dof 転写因子 
(Yanagisawa et al., 2004) や PII-like タンパク質 (Hsieh et al., 1998; Ferrario-Méry et al., 
2005) ，グルタミン受容体 (Kang et al., 2003) や CND/ATL31 ユビキチンリガーゼ (Sato 
et al., 2009) は植物の C/N バランスを感知し，炭素や窒素代謝を調節しているため，植
物の高 CO2応答に関わる可能性がある．このように植物の高 CO2応答は糖だけではな
く，酸化還元，無機リン酸，窒素，そしてそれらの相互作用といった様々なシグナル伝
達経路が関わる複雑な応答である．しかしながら，それらのシグナル伝達経路がどのよ
うに，そしてどの程度実際の植物の高 CO2応答に関わっているかはほとんどわかってお
らず，植物の高 CO2応答の分子メカニズムは多くの解決されていない疑問が残っている． 
 高 CO2条件下で育成した植物で起こる生育や光合成速度の促進は，窒素条件に影響を
受けることが知られている (Stitt and Krapp, 1999)．窒素が不足している条件下では光合
成や生育の促進は小さくなり，十分な条件下では光合成や生育の促進は大きくなる 
(Stitt and Krapp, 1999)．また葉鞘におけるデンプン蓄積も同様に窒素条件による影響を
受け，窒素が十分にある条件下ではデンプンの蓄積量は減少し，窒素が欠乏している条
件下ではデンプン蓄積量は増加する (Hirano et al., 2005)．先行研究により，本研究室で
は高 CO2 条件下で発現変化する機能未知な遺伝子を多数特定した (Fukayama et al., 
2009)．それらの遺伝子の中で，高 CO2 条件下で発現促進され，窒素施肥量が多くなる
につれて発現が低下するという特徴を持った新規な CCT ドメインタンパク質遺伝子
CO2 responsive CCT Protein (CRCT) を同定した．植物において，CCT ドメインタンパク
質は花芽形成，概日リズム，光応答シグナル経路に関わることが知られている (Putterill 
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et al., 1995; Strayer et al., 2000; Kaczorowski and Quail, 2003). さらに近年の研究により，
CONSTANS や TOC1 (Time of Chlorophyll a/b Binding Protein Expression1) といった CCT
ドメインタンパク質の CCT ドメインは DNA 結合ドメインとして機能すること，そして
それらは転写因子である可能性が報告された (Tiwari et al., 2010; Gendron et al., 2012)．
以上のことから，CRCT はイネの高 CO2応答に関わる転写調節因子である可能性が高い
と予測された． 
 デンプンは植物の光合成反応により合成される貯蔵物質であり，高 CO2条件下で蓄積
が促進されることから植物の高 CO2応答において重要な物質である．また，デンプンは
食料として利用される他，工業的にも利用される非常に有用な物質である．デンプンは
α-グルコースの重合体であるアミロースとアミロペクチンから構成される．アミロース
は α-グルコースが α-1,4 グルコシド結合により連なり，グルコースの重合度 (DP) は数
千にもなる直鎖状の巨大分子である (Hizukuri, 1995)．アミロペクチンは直鎖状の α-1,4
グルコシド鎖と α-1,6 グルコシド結合による枝分かれからなり，直鎖部分と枝分かれが
局在することでクラスター構造を取っている (French, 1972)．クラスターを構成するグ
ルコース直鎖は，A 鎖，B 鎖，C 鎖の 3 つの単位鎖に分類される (Hizukuri, 1986)．A 鎖
はその鎖上に分岐を持たない比較的短い鎖である．B 鎖はその鎖上に他の単位鎖が α-1, 
6 グルコシド結合により結合した分岐を持つ鎖である．C 鎖は還元末端をもつ鎖であり，
1 つのアミロペクチン分子に 1 つだけ存在する．アミロペクチンの隣接するクラスター
同士は，タンデム状に連結し，繰り返しと拡がりを持ちながら巨大分子を形成する．ま
た，アミロペクチンのクラスター内部は結晶性の高い領域と結晶性が低い領域の 2 つの
領域に分かれており，アミロースは非結晶領域に存在すると考えられている (Santelia 
and Zeeman, 2011)．このようにデンプンは半結晶構造を取り，水に不溶性となるため，
細胞内の浸透圧に影響を与えることなく，光合成により合成したグルコースをデンプン
として大量に蓄積できる． 
 デンプンは主に ADP-グルコースピロホスホリラーゼ (AGPase), デンプン合成酵素 
(SS), 枝作り酵素 (BE)，枝切り酵素 (DBE)によって触媒される反応により生合成され
る (Pfister and Zeeman, 2016)．AGPase はグルコース-1-リン酸 (G-1-P)と ATP を反応基質
とし，デンプン合成酵素の基質である ADP-グルコースを合成する反応を触媒する．SS
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は ADP-グルコースを α-1,4 グルカン鎖の非還元末端の 4 位の炭素に付加することによ
って，α-1,4 グルカン鎖を伸長する反応を触媒する．BE は α-1,4 グルカン鎖の非還元末
端から一定のグルコース鎖を別のグルコース鎖の 6 位の炭素に転移させ，α-1,6 グリコ
シド結合を生成する反応を触媒する．DBE は不適切な部位に合成された枝分かれ部分
の α-1-6 グルコシド結合を加水分解し，アミロペクチンをトリミングする．これらの酵
素が協調的に働くことによってデンプンは規則性の高い半結晶構造となる．イネの胚乳
では変異体を用いた解析によりデンプン生合成メカニズムの実態が明らかにされつつ
あり，アミロペクチン合成には SS と BE が中心的な役割を果たすことが知られている 
(Fujita, 2014)．イネ胚乳では 3 つの SS 遺伝子，デンプン合成酵素 I (SSI), デンプン合成
酵素 IIa (SSIIa), デンプン合成酵素 IIIa (SSIIIa)と 2 つの BE遺伝子枝作り酵素 I (BEI), 枝
作り酵素 (BEIIb)が主に機能している．SSI は DP 6-7 の短いグルカン鎖を DP8-12 に伸
長し (Fujita et al., 2006)， SSIIa は DP6-12 のグルカン鎖を伸長し DP13-24 の A 鎖と B
鎖を合成する (Nakamura et al., 2005)．さらに SSIIIa は幅広い長さの鎖を伸長し，長い B
鎖を合成する (Fujita et al., 2007)．また， BEI は非還元末端から DP10-12 の α-1-4 グル
カン鎖を半結晶領域に転移しアミロペクチンの B 鎖の形成，すなわちアミロペクチン
クラスター基部の分岐を形成する役割を担っている (Satoh et al., 2003)．BEIIb は DP6-7
の短い α-1-4 グルカン鎖を半結晶領域に転移し，アミロペクチンの A 鎖を合成する 
(Nishi et al., 2001)．一方でアミロースはデンプン粒結合型デンプン合成酵素 (GBSS) に
よってのみ合成され，イネ胚乳では GBSSI がその機能を担っている (Wang et al., 1990)．
以上のようにイネにおけるデンプンの合成メカニズムは胚乳で詳細に研究されている． 
 胚乳における貯蔵デンプンの合成メカニズムに比べ，イネ葉身や葉鞘といった栄養器
官における同化デンプンの合成メカニズムはほとんど明らかにされていない．しかし，
栄養器官に蓄積されたデンプンは夜間に分解され，シンク器官に転流されたり，夜間の
エネルギー源となることが知られている (Stitt and Zeeman, 2012)．さらに，イネの葉鞘
や稈からなる茎葉部は栄養成長期における光合成産物の一時的な貯蔵器官として機能
していることが知られており，一時的に蓄えられたデンプンは生殖成長期に胚乳に再転
流され，最終収量の約 30%を担うことが報告されている (Cook and Yoshida, 1972)．この
ように栄養器官におけるデンプン蓄積はイネの生長や収量を考える上で非常に重要な
6 
形質である．また，栄養器官におけるデンプン合成は光合成産物量のみならず，栄養条
件，光条件，温度条件にも影響を受ける．それらの要因は転写制御，翻訳後制御，タン
パク質複合体の形成や酵素の酸化還元制御といったデンプン合成の様々な段階に影響
を与える (Fukayama et al., 2011; D'Hulst et al., 2015; Suzuki et al., 2015; Ma et al., 2016)．し
かしながら，それらの変化がデンプンの構造に及ぼす影響についてはほとんど明らかに
されていない． 
 CO2排出量を減らし，大気 CO2濃度の上昇を食い止めるためには石油化学工業から脱
却し，植物バイオマスを利用する天然資源化学工業への移行が必要不可欠である．近年，
特に注目されているのがバイオ燃料である (Kim and Dale, 2004)．バイオ燃料は植物の
光合成反応により大気中から固定された CO2から成るため，カーボンニュートラルの観
点から CO2濃度の増加の抑制に大きく貢献できるとされている．しかしながら，現在バ
イオエタノール生産に使われるトウモロコシ，サトウキビ，コムギ，キャッサバは食料
としても重要な作物である．これらの原料のバイオエタノール生産への利用は食料供給
との競合が起こり，2007-2008 年の世界食料価格危機を引き起こした原因の一つである
とされている．それを考慮すると，今後のバイオエタノール生産には食料と競合しない
バイオマスの利用が求められている．イネは世界中で栽培され，その生産量はトウモロ
コシ，コムギついで世界で 3 番目に多い．イネの種子は食料として利用されるが，稲わ
らは農業残渣として扱われ，その生産量は全世界で 7 億トンを超える (Kim and Dale, 
2004)．さらに，稲わらにはデンプンやセルロースといったバイオエタノール生産に利
用できる多糖類を含むことから，稲わらを利用したバイオエタノール生産が注目されて
いる．デンプンやセルロースをエタノール発酵に利用する際には，微生物が発酵可能な
単糖に加水分解する必要がある．デンプンは比較的分解されやすく，容易にエタノール
発酵に利用できる．セルロースを利用するためにはセルラーゼによる加水分解が必要で
あるが，ヘミセルロースやリグニンと強固な細胞壁を形成しているためセルロースの酵
素反応性は低い．よって，セルロースを利用する際には，細胞壁構造を破壊し酵素反応
性を上げるために前処理が必要不可欠である．そのようなバイオマスの前処理方法には
様々な方法があり，希硫酸処理法，水熱処理法，水酸化ナトリウム処理などが開発され
ている (Alvira et al., 2010)． 
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 バイオエタノール生産効率を高めるためには，バイオエタノールの生産プロセスの改
良だけではなく植物の改良も非常に効果的である．イネ科草本で見られる Brown midrib
変異体は，中肋が茶色になる表現型を示すリグニン生合成系の欠損変異体である．この
表現型を示すトウモロコシやソルガムの変異体は消化性が優れるため古くから飼料と
して利用されており，近年はバイオエタノール生産にも利用されている (Vermerris et al., 
2007)．また，Ookawa et al. (2014) が開発したリーフスターは，リグニンモノマーの生
合成の初発反応を触媒する cinnamyl-alcohol dehydrogenase に自然変異が起きているため
リグニン含量が少なく，バイオエタノール生産に有望な品種である．また遺伝子工学的
に植物を改良した報告もあり，Fu et al. (2010) はスイッチグラスのリグニン合成経路の
遺伝子 caffeic acid 3-O- methyltransferase の発現を RNAi 法により減少させると，セルロ
ースの糖化効率が増加することを報告している．しかし，これらの報告はセルロースの
糖化効率を高めるためにリグニン含量を減少させたものであり，より糖化効率の高いデ
ンプンの含量の改良を目指した報告はほとんどない． 
 以上のことを考えると，将来的な高 CO2環境における農業生産の増大並びに環境問題
の解決に栄養器官におけるデンプン蓄積メカニズムの解明が道を開く可能性が考えら
れる． 
 第１章では CRCT の発現解析や CRCT 形質転換イネを用いた生理機能解析を行い，
CRCT がイネの栄養成長期におけるシンク器官である葉鞘において，デンプン合成関連
遺伝子の発現を制御するマスター遺伝子であり，デンプン蓄積量を決定する遺伝子であ
ることを報告する． 第 2 章では第 1 章で述べたように，葉鞘のデンプン合成能力が高
い CRCT 高発現形質転換イネ，低い CRCT 発現抑制形質転換イネを大気 CO2 条件と高
CO2条件で育成し，葉鞘のデンプン合成能力がイネの光合成や生育に与える効果を報告
する．第 3 章では，CRCT によるイネ葉鞘におけるデンプン合成制御メカニズムをタン
パク質レベルで解析し，それがデンプンの構造に与える影響を報告する．第 4 章では，
稲わらにデンプンが高蓄積している CRCT 高発現形質転換イネを用いて，CRCT がバイ
オエタノール生産効率に与える効果について報告する． 
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第１章 
高 CO2条件下で発現促進されるイネの新規な遺伝子 CO2 Responsive 
CCT Protein (CRCT) の機能解析 
  
 CRCT は第 5 染色体に存在し，エキソン 4 個，イントロン 3 個で構成される遺伝子で
あり，308 アミノ酸残基のタンパク質をコードしている (杉野，2009)．CRCT は TOC1，
Zinc Finger Protein Expression in Inflorescence Meristem Like (ZML)，CONSTANS といった
他の代表的な CCT ドメインタンパク質とは異なり，ジンクフィンガードメインを持た
ないことがわかっている (杉野，2009)．また，CRCT のオーソログ遺伝子はソルガム 
(Sorghum bicolor L.) やブドウ (Vitis vinifera L.) などにも存在することから，CRCT は植
物に広く保存されていると考えられる (杉野，2009)． CRCT はグルコースやスクロー
スといった光合成産物によって発現促進され，様々な器官の維管束で発現することが報
告されている (杉野，2011)．さらに，CRCT 高発現形質転換イネと CRCT 発現抑制形質
転換イネを用いた CRCT の機能解析では，CRCT の発現量はイネの生育に大きな影響を
与えないこと，CRCT の発現量は葉身における遺伝子の発現量に大きな影響を与えない
ことがわかっている (杉野，2011)．以上のように，CRCT は高 CO2の効果により高くな
った光合成活性を維管束で感受し，発現促進される遺伝子であると推察されているが，
その機能の詳細は明らかにされていない． 
 本章では CRCT の機能を明らかにするため，CRCT の発現解析や CRCT 形質転換イネ
を用いた生理解析を行った． 
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材料と方法 
 
1-1 GFP を用いた CRCT タンパク質の細胞内局在性の解析 
1-1-1 プラスミドのコンストラクション 
 全長 CRCT-GFP (FL-CRCT-GFP) と CCT ドメイン-GFP (CCT-GFP) の 2 つのコンスト
ラクトを作成した．まず，FL-CRCT-GFP のコンストラクションでは， pBI-Act1-OsCCT
プラスミド (杉野，2011) をテンプレートとしプライマー (表 1) を用いて PCR 法によ
って全長 CRCT を増幅させた．PCR 産物はエタノール沈殿法と QIA quick PCR 
Purification kit (QIAGEN) を利用して精製し，これをインサートとした．pHT-Ⅱプラス
ミドを NcoⅠで制限酵素処理し，T4DNA ポリメラーゼ (New England Biolabs) を用いて
切断末端をブラント化した．さらに Sal1 で処理し，Sal1 により制限酵素処理したイン
サートとライゲーションした．これを FL-CRCT-GFP とした．CCT-GFP のコンストラク
トの作成においても，pBI-Act1-OsCCT プラスミドをテンプレートとした．CRCT の C
末端にある CCT ドメインのみを含む DNA 断片が得られるようにプライマーを設計し 
(表 1)，CCT ドメインを含む領域を PCR 法にて増幅した．PCR 産物をインサートとし
FL-CRCT-GFP の場合と同様の処理を行ってライゲーションした． 
 
1-1-2 シークエンス及びプラスミドの複製 
 ライゲーション後の組換えプラスミドを Competent Cell Top10 (Invitrogen) にトラン
スフォーメーションした．大腸菌溶液を LB 寒天培地 (カルベニシリン 50 µg mL-1) に
植菌し 37°C で 1 晩培養した．発生したコロニーについて QuickTaq (TOYOBO) を用い
てコロニーPCR を行った．得られた PCR 産物について Big Dye Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit (ABI) を用いてサイクルシークエンス反応にかけ，シークエンスサンプ
ルを作出した．サイクルシークエンス反応に用いたプライマーは 2 つのコンストラクト
とも 5’-35S-700 と sGFP-R1 を用いた．塩基配列は Genetic analyzer AB2310 (ABI)を用い
て決定した．目的の配列を含むコロニーを LB 液体培地 (カルベニシリン 50µg mL-1) に
移植して 37°C で 1 晩振とう培養した．翌日大腸菌溶液を QIAprep Spin Miniprep Kit 
(QIAGEN) を用いてプラスミドを精製した． 
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1-1-3 植物材料の準備 
 GFP の蛍光観察にはタマネギの表皮細胞を用いた．タマネギはスーパーマーケットで
購入した．0.7%アガープレートに約 1 cm2角に切ったタマネギを並べた．  
 
1-1-4 パーティクルガンによる遺伝子導入 
 5 分間ボルテックスし再懸濁した金属粒子ストック (マイクロキャリアパッケージ
1.0μ金粒子; Bio-Rad) から，3 mg (50 μL) の金属粒子をとり，5 μg のプラスミドと，終
濃度で 1 M の CaCl2と 16 mM のスペルミジンを加え，2〜3 分間ボルテックスした．1
分間静置して微粒子を沈殿させた後，12,000 g，20°C で 5 分間遠心し，上澄みを除去し
た．沈殿を 140 μL の 70%エタノールと 100%エタノールで洗浄した後，48 μL の 100%
エタノールを加え低速でボルテックスし，沈殿を再懸濁した．この微粒子を 6 μL ずつ
マイクロキャリアの中心に載せ，パーティクルデリバリーシステム (PDS-1000/He; 
BIO-RAD) を用いてタマネギ表皮細胞にプラスミドを導入した．1 つのコンストラクト
につき 0.7%アガープレート 2 枚，1 枚のプレートにつき 2 回ずつ打ち込んだ．その後プ
レートは暗所に 1 晩おいた． 
 
1-1-5 GFP 蛍光，DAPI 染色の観察 
 タマネギの表皮のみを剥ぎ取り，スライドグラスに空気を逃しながら平らになるよう
に載せその上に DAPI 染色液を 20 µL 滴下した．その上に気泡が入らないようカバーガ
ラスをかけ，蛍光顕微鏡 (BX51; OLYMPUS) で GFP 蛍光と DAPI 染色を観察しデジタ
ルカメラ (DS-Fi1; Nikon) で撮影した． 
 
1-2 CRCTの発現解析 
1-2-1  CRCT の発現の高 CO2応答 (材料の育成) 
日本型水稲日本晴 (Oryza sativa L. cv. Nipponbare) を供試材料とした．完熟種子を，
界面活性剤 Tween 20 を 1 滴加えた次亜塩素酸ナトリウム水溶液 (有効塩素濃度 1％) で
約 30 分間，スターラーでゆっくり撹拌しながら滅菌した．水道水で十分洗浄した後，
ビーカーに 1 cm ほどの水を入れ，30°C で 1-2 日置き催芽させた．鳩胸状になった種子
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を育苗培養土 (くみあい粒状培土; 揖斐川工業) が入った株まきポットに播き，光強度
と CO2 濃度を制御できる人工気象器 (NC-350HC-INSS;日本医科器械製作所) 内で育成
した．栽培条件は明期 14 h で気温 30°C，暗期は 10 h で気温 23°C とし 1 日を通して湿
度は 70%に設定した．大気 CO2 条件下で日本晴を 4.8 葉齢まで育成し、そのまま大気
CO2条件 (380 ppm) で育成する実験区と高CO2条件 (1000 ppm) で育成する実験区に分
けることで CO2処理を開始した．処理開始日を 0 日目とし，処理開始後 1，2，4 日目に
第 4 葉葉身より上位に展開している葉身を 3 個体からサンプリングし，これを 1 反復と
した．  
 
1-2-2  CRCT の発現の日変化 (材料の育成) 
 日本晴を供試材料として 1-2-1 の方法で予措し，人工気象器 (NC-350HC-INSS;日本医
科器械製作所) 内で 5.0 葉齢まで育成した． 3 時間おきに，展開している葉身全てを 3
個体からサンプリングし，これを 1 反復とした．  
 
1-2-3 RNA の抽出と精製 
RNeasy Plant Mini kit (QIAGEN) を用いて，RNA の抽出と精製を行った．凍結保存し
ておいたサンプル葉を液体窒素中で乳鉢と乳棒を用いて破砕し，サンプル 100 mg に対
して 1％メルカプトエタノールを加えた RLT 溶液を加えボルテックスをかけた．15,000 
rpm で 5 分間遠心分離し，上澄みを QIAshredder に移し，再度 15,000 rpm で 2 分間遠心
分離した．QIAshredder 通過液を 450 μL 新しいチューブに移し，225 μL の 100%エタノ
ールを添加してよく混合した．すべてのサンプルを RNeasy mini spin column にのせ，
13,000 rpm で 1 分間遠心分離し，通過液を捨てた．700 μL の RW1 洗浄液を RNeasy mini 
spin column に添加し，13,000 rpm で 1 分間遠心分離し，通過液を捨てた．500 μL の RPE
溶液を添加して，13,000 rpm で 1 分間遠心分離して，通過液を捨てた．この操作を 2 回
繰り返した後，カラムを新しいチューブにセットし RNase free water 45 μL を添加し，
8,000 rpm で 1 分間遠心分離し，トータル RNA を溶出させた．なお，遠心分離にはすべ
て MX-105 (TOMY) を用いた． 
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1-2-4 DNase 処理 
DNase 処理は Deoxyribonuclease (RT Grade) for Heat Stop (Nippon Gene) を用いた．抽
出した RNA 溶液から RNA を 2.0 µg 取り，1/5×Deoxyribonuclease (RT Grade) を 0.5 µl，
10×DNase (RT Grade) Buffer II を 2.5 µl 加え RNase free water で全量を 25 µl とした．37°C
に加温したヒートブロックで 15 分間加温処理した後，Stop Solution を 2.5 µL 加え，70°C
で 10 分間加温して酵素を失活させた． 
 
1-2-5 cDNA の合成 
Prime Script 1st Strand cDNA Synthesis Kit (Takara) を用いて，cDNA を合成した．1.5 mL
チューブに 50 μM Oligo dT Primer を 1 μL，10 mM dNTP Mixture を 1 μL，DNase 処理済
みの RNA を 4 μL 取り，RNase free water を加えて全量を 10 μL にした．65°C で 5 分間
インキュベートし，その後 2 分間氷冷した．さらに 5×Buffer を 4 μL，RNase inhibitor を
0.5 μL，Prime Script RTase を 1 μL，RNase free water を 4.5 μL 加え 42°C で 1 時間反応さ
せ，cDNA を合成した．反応後に 70°C で 15 分間加熱し逆転写酵素の失活を行った．サ
ンプルに 30 μL の TE を加えて全量を 50 μL とした後に-80°C で保存した． 
 
1-2-6 リアルタイム PCR 法による遺伝子発現解析 
 CRCT について，遺伝子特異的プライマー (表 1) を用いてリアルタイム PCR 反応を
行い，遺伝子発現を定量的に解析した．リアルタイム PCR は SYBR Premix Ex Taq GC 
(TaKaRa) を用いた．また反応には Thermal Cycler Dice Real Time System (TaKaRa) を用
いた．リアルタイム PCR 用チューブに H2O 9.5 µL，2×SYBR Permix Ex Taq GC 12.5 µL，
10 µL Forword Primer，10 µL Reverse Primer，Template cDNA 2 µL を加え，PCR 反応を行
った．内部コントロールとして，Actin の発現解析も行った．Ct 値は 2nd Derivative 
Maximum 法により算出し，相対定量の計算は ΔΔCt 法により行った． 
 
1-3 CRCTの発現の C/N 応答 
1-3-1 材料の育成 
 日本晴の種子を次亜塩素酸ナトリウムで殺菌し，30°C で 2 日間無菌発芽させた．鳩
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胸状になった種子を，グルコース (450 mM) と硝酸アンモニウム (30 mM) の添加，ま
たは添加していない改変 MS 培地 (糖，窒素，MS vitamins を添加しない) で 5 日間育成
することにより C/N 処理を行った．栽培条件は明期 14 h で気温 30°C，暗期は 10 h で気
温 23°C とした． 
 
1-3-2 生長解析 
 C/N 処理を行った植物体から胚乳を取り除き，シュート長，新鮮重を測定した．測定
が終わったサンプルは素早く液体窒素で凍結させ，クロロフィル含量と遺伝子発現の解
析に用いた． 
 
1-3-3 クロロフィル含量の測定 
 凍結させておいたサンプルを乳鉢と乳棒で磨砕し，粉末を 15 mL のファルコンチュ
ーブに回収した．乳鉢と乳棒は 1 mL のアセトンで洗い，溶液をファルコンチューブに
移した．この作業を 3 回繰り返した．冷蔵庫の中に 1 日置いて色素を抽出した．沈殿が
白いことを確認し，5 分間 11,900 g で遠心分離した．得られた上澄みは分光光度計 
(UV-1800; SHIMADZU) を用いて，750 nm，663.6 nm，646.6 nm の吸光度を測定し，Porra 
et al. (1989) の方法によりクロロフィル含量を算出した． 
 
1-3-4 RT-PCR 法による遺伝子発現解析 
 1-2 の方法で，サンプルから RNA の抽出と精製を行い，cDNA を合成した．合成した
cDNA を鋳型として，QuickTaq (TOYOBO) を用いて，PCR 反応を行った．アガロース
ゲルで 5 μL の PCR 産物を電気泳動し (泳動バッファー；１×TAE)，プリントグラフ 
(AE-6911FXFD; ATTA) で紫外線照射することにより PCR 産物を確認した 
 
1-4 CRCTプロモーター：GUS形質転換イネを用いた発現解析  
1-4-1 材料の育成 
 本研究室で作出したCRCTプロモータ ：ーGUS 形質転換イネ (杉野，2011) を用いた．
1-2 の方法で育成した後， 4.8 葉齢期になった個体を以下の実験に用いた． 
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1-4-2 株元の GUS 染色 
 CRCT プロモーター：GUS 形質転換イネの株元約 1 cm を切断し，根も取り除いた．
株元を縦断したサンプルを 2 mL マイクロチューブに入れ，GUS 染色液 (0.5 mM 
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta delta-glucuronic acid, 0.5 mM K3Fe(CN)6, K4Fe(CN)6, 45 mM 
NaH2PO4, 0.05% (w/v) Triton X-100, pH7.0) に浸しながら 30 分間アスピレーターで脱気
した．1 晩 37°C でインキュベートし染色した．固定液 (5% (v/v) ホルムアルデヒド) で
10 分間振とうしながら固定した後 70%エタノールで 1 日脱色した．また株元約 1 cm を
横に 6 等分したサンプルは 96 穴プレートに入れて同様に染色した．サンプルは実体顕
微鏡 (SZX9; OLYMPUS) で観察してデジタルカメラ (Ds-Fi1; Nikon) を用いて画像を
撮影した． 
 
1-5 CRCT形質転換イネを用いた生理解析  
1-5-1 材料の育成 
杉野 (2011) が作出した CRCT 高発現形質転換イネ，CRCT 発現抑制イネ，非形質転
換イネ (日本晴) を解析に用いた．イネは 1-2 の方法で播種し，育成した．またマイク
ロアレイ解析に用いた CRCT 形質転換イネは農学部ファイトトロン内で育成した． 
 
1-5-2 可溶性糖とデンプン含量の解析 
 6.5葉齢のイネから第 5葉の葉鞘と第 6葉の葉身をサンプリングし，新鮮重を測定後，
速やかに液体窒素で凍結した．凍結したサンプルを液体窒素中で，乳鉢と乳棒を用いて
粉砕した．粉末に 80% (v/v) エタノールを 2 mL 加え，先切りした 1 mL チップを使って
15 mL のファルコンチューブに移した．乳棒と乳鉢を 2 mL のエタノールで洗い，溶液
をファルコンチューブに移した．この作業を 2 回繰り返した．10,000 g で遠心分離し，
上澄みを 50 mL のナス型フラスコに移した．沈殿に 80% エタノールを加え，ボルテッ
クスで撹拌し，遠心分離した．この上澄みを 50 mL のナス型フラスコに移した．この
作業を 2 回繰り返した．ファルコンチューブに残った沈殿はアスピレーターを用いて乾
燥させ，デンプン含量の測定に用いた．ナス型フラスコに入った溶液はロータリーエバ
ポレーターを用いて乾固しないように濃縮した．濃縮液を 15 mL ファルコンチューブ
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に移し，ナス型フラスコを超純水で洗った．洗浄液はファルコンチューブに回収し，超
純水で全量を 5 mL とした．クロロホルムを 5 mL 加え，ボルテックスで撹拌した後，
10,000 g で遠心分離し上澄みを可溶性糖含量の測定に用いた．デンプン含量測定用に乾
燥させておいた沈殿に濃塩酸を 0.2 mL，DMSO を 0.8 mL 加えボルテックスで撹拌し，
60°C で 30 分間加温した．1 mL 超純水を加え，pH を 4.5 に合わせ，全量を 4 mL とした．
その溶液を 10,000 g で遠心分離し，得られた上澄みをデンプン含量の測定に用いた．グ
ルコース，フルクトース，スクロース含量の測定には ENZYTEC D-Glc/D-Flc/D-Suc kit 
(r-biopharm) を，デンプン含量の測定には ENZYTEC starch kit (r-biopharm) をそれぞれ
用いた． 
 
1-5-3 CRCT 形質転換イネの各部位のデンプン蓄積の観察 
 6.5 葉齢のイネから第 5 葉の葉鞘と第 6 葉の葉身をサンプリングし，100%エタノール
で一晩脱色した．1 時間蒸留水に浸した後，1%ヨウ素ヨウ化カリウム溶液で組織中のデ
ンプンを染色した．栄養生長期の個体から根，生殖生長期の個体から稈と頴花をそれぞ
れサンプリングし，同様の方法で染色した． 
 
1-5-4 葉身や葉鞘の細胞内のデンプン粒の観察 
 デンプン粒の観察は Ishikawa et al. (2011) の方法で行った．5.0 葉齢の CRCT 形質転換
イネから第 3 葉鞘と第 4 葉身をサンプリングし，FAA 固定液 (5% (v/v) ホルムアルデヒ
ド, 5% (v/v) 酢酸，63% (v/v) エタノール) で固定した．固定したサンプルを 70，80，
90，95，99.8，100% (v/v) エタノールで 1 時間ごと処理し，50%テクノビット溶液 (エ
タノール：テクノビット＝１：１) で処理し，2 日間冷蔵庫で保存した．次に 100%テ
クノビット溶液で処理し，2 日間冷蔵庫で保存した．この処理をさらに 1 回行った．サ
ンプルを 2 mL の包埋液 (テクノビット 1.875 mL，hardener 0.125 mL) で包埋した．ミク
ロトームで薄切片を作製し，0.5% (w/v) ヨウ素ヨウ化カリウム溶液で染色した．作製し
たプレポラートを光学顕微鏡 (SZX9; OLYMPUS) で観察し，デジタルカメラ (Ds-Fi1; 
Nikon) を用いて撮影した． 
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1-5-5 マイクロアレイ解析による遺伝子発現の網羅的解析  
1-2 の方法で CRCT 形質転換イネを 6.5 葉齢まで育成し，第 5 葉の葉鞘をサンプリン
グし，1-2 の方法で全 RNA を抽出，精製した．以下の実験は農業生物資源研究所マイ
クロアレイ解析室において行った．抽出，精製した全 RNA より，Low RNA Input Linear 
Amplification Labeling Kit (Agilent Technologies)を用いて Cyanine-3 または Cyanine-5 でラ
ベリングして cRNA を作製した．全 RNA サンプル (400 ng) に，Spike-in RNA 1 μL, T7 
Promoter Primer 0.6 μL, Nuclease Free water を加えた．混合液中の RNA を 65°C, 10 分間
の処理で熱変性させ，氷水で 5 分間急冷した．次に，あらかじめ 65°C に温めておいた 
5×First Stand Buffer 2.0 μL, 0.1 M DTT 1.0 μL, 10 mM dNTP Mix 0.5 μL, NMLV-RT 0.5 μL, 
RNaseOUT 0.25 μL を加え，40°C 2 時間恒温槽でインキュベーションした．その後，そ
の混合液を 65°C, 15 分間処理し，氷水で 5 分間急冷した．Cyanine-3 または Cyanine-5
でラベルされた CTPをそれぞれ 10 mM加え，Nuclease-free water 7.65 μL，4×Transcription 
Buffer 10 μL，0.1 M DTT 3.0 μL，NTP Mix 4.0 μL，50% PEG 3.2 μL，RNaseOUT 0.25 μL，
Inorganic Pyrophosphatase 0.3 μL，T7 RNA Polymerase 0.4 μL を混合しスピンダウンした
後，遮光下で 40°C 2 時間恒温槽でインキュベートした．ラベル化された cRNA は，RNase 
Plant Mini kit (QUIAGEN)で精製した．次に，ハイブリダイゼーション溶液を作成した．
Cyanine-3ラベル化 cRNA, Cyanine-5ラベル化 cRNA各825 ng, 10×Blocking Agent 11 μL，
Nuclease-free water を混合し，25×Fragmentation buffer 2.5 μL を加えトータル 55.0 μL に
調整した．充分にボルテックスした後，遮光下で 60°C 30分でインキュベーションした．
2 分間の急冷後 2×GE buffer 55.0 μL を加え，ピペットで緩やかに混合しハイブリダイゼ
ーション液とした．作成したハイブリダイゼーション溶液を 44k Rice Oligo Microarray 
slide (Agilent Technologies) へ充填して，65°C, 17 時間, 10 rpm でハイブリダイゼーショ
ンした．ハイブリダイゼーション後，スライドを洗浄し，Cyanine-3 と Cyanine-5 の蛍光
シグナルを DNA microarray scanner (Agilent Technologies)で検出した．得られたシグナル
を Feature Extraction software (Agilent Technologies)で数値化した． 
 
1-5-6 リアルタイム PCR による遺伝子発現の解析 
1-5-5 と同様に育成した CRCT 形質転換イネの葉鞘から 1-2 の方法で全 RNA の抽出，
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精製し cDNA を合成した．リアルタイム PCR は 1-2 の方法で行った．リアルタイム PCR
に用いたプライマーは表 1 に示す． 
 
1-6 ウエスタンブロット解析  
1-6-1 材料の育成 
 1-2 の方法で育成した 6.5 葉齢の CRCT 形質転換イネから第 5 葉の葉鞘と第 6 葉の葉
身をサンプリングし，速やかに液体窒素で凍結した． 
 
1-6-2 タンパク質抽出 
 乳鉢に石英砂を加え，乳棒と共に冷蔵庫で冷却した．乳鉢に 2.0 mL の抽出バッファ
ー (50 mM Hepes-KOH，5 mM MgCl2，1 mM EDTA-Na2，10% (w/v) Glycerol，5% (w/v) 
Insoluble PVP，5 mM DTT，0.01 mM leupeptin) を加え，氷上で乳鉢と乳棒を用いて磨砕
した．1.5 mL チューブに磨砕液を 1 mL ほど移し，15,000 rpm，4°C で 5 分間遠心分離
した．上澄みを新しいチューブに回収した．  
 
1-6-3 可溶性タンパク質濃度の測定 
 可溶性タンパク質濃度は Bradford (1976) の方法に従い測定した．2 mL チューブに 1.5 
mL の Bradford 液 (0.01% (w/v) CBB G-250，5% (v/v) エタノール 8.5% (v/v) リン酸) を
分注し，それぞれに可溶性タンパク質抽出液を 10 µL ずつ加えた．また標準として，0，
0.5，1.0，1.5，2.0 mg mL-1の Bovine serum albumine 溶液をそれぞれ 10 µL 加えたものを
用いた．2~3 回反転し撹拌した後，マイクロプレートリーダー (iMarkTM; BIO-RAD) に
より吸光度 (OD 595 nm) を測定した．標準 BSA の吸光度から検量線を作成し，可溶性
タンパク質濃度を計算した． 
 
1-6-4 SDS-PAGE 
 SDS-PAGE は Laemmli (1970) の方法に従って行った．ゲル濃度は，分離ゲル 10%，
濃縮ゲル 5%とした．タンパク質の抽出液に，5×サンプルバッファー (0.125 M Tris-HCl, 
4% (w/v) SDS, 20% (w/v) glycerol, 0.002% (w/v) BPB, pH6.8) を 4:1 の割合で加え，100°C
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で 3 分間煮沸した．ゲルの各レーンに 6.4 µg タンパク質を含むサンプル溶液をアプライ
し，70V で 30 分間，その後 110V で約 90 分間 (BPB が適当な位置に来るまで) 電気泳
動を行った． 
 
1-6-5 ウエスタンブロット 
 SDS-PAGE 後のゲルを，TGM 溶液 (25 mM Tris，192 mM Glycine，20% (v/v) methanol，
pH 8.3) に浸した．Hypond-P (GE ヘルスケア) を 10 秒間メタノールに浸し，素早く使
用する面を下にして超純水に入れて 5 分間振盪し，さらに TGM 溶液で 10 分間振盪し
た．セミドライブロッティング装置 (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell; BIO-RAD) を
用いて，ゲル中のタンパク質を Hypond-P に転写した．ブロッティングは，10V で 2 時
間通電することにより行った．ブロッティング後の Hypond-P は，TBS-T (20 mM Tris, 120 
mM NaCl, 0.1% (v/v) Tween-20) で洗浄した後，ブロッキングバッファー (2% スキムミ
ルク in TBS-T) で 2 時間振盪した．TBS-T で軽く洗浄した後，抗 AGPase 抗体 (Agrisera) 
を TBS-T で 5000 倍に希釈した溶液中で 1 時間振盪した．TBS-T で洗浄した後，50000
倍に希釈した 2 次抗体 (Alkaline Phosphatase-conjugated affiniPure Goat Anti-Rabbit IgG 
(H+L)) 中で 1 時間振盪した．TBS-T で軽く洗浄した後，Amersham ECL Select Western 
Blotting Detection Reagent (GE ヘルスケア) の検出薬 A，B を 1:1 の割合で混合した溶液
をブロットした面にのせ，5 分間おいた．X 線フィルムカセットにブロット面を上して
メンブレンを置き，X 線フィルムに露光した．X 線フィルムの現像にはレンドール・レ
ンフィクス (FUJIFILM) を使用した． 
 
1-6-6 液体高速クロマトグラフィー質量分析 (LC-MS) 
 SDS-PAGE ゲルから目的のバンドを切りだし，解析に用いるまで-80°C で保存した．
LC-MS 解析は神戸大学研究基盤センターに依頼した． 
 
1-7-1 CRCT形質転換イネの開帳性と重力屈性の解析 
1-7-1 材料の育成 
1-2 の方法で育苗したイネを，農学部ファイトトロン内で育成した． 
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1-7-2 株の開帳性の測定 
 収穫期のCRCT形質転換イネと非形質転換イネの第 3葉の分げつと主稈との間の角度
をデジタルレベル角度計 (MJ-1; 佐藤商事) を用いて測定した．収穫後の CRCT 形質転
換イネの葉鞘を取り除き，株の形態を観察した． 
 
1-7-3 株元の遺伝子発現解析 
 1-2 の方法で CRCT 形質転換イネと非形質転換イネを 4.8 葉齢まで育成し，昼 
(PM12:00) と夜 (AM0:00) に株元約 1 cm をサンプリングし, 1-2 の方法でリアルタイム
PCR 法による発現解析を行った．リアルタイム PCR 解析に用いたプライマーは表 1 に
示す． 
 
1-7-4  CRCT 形質転換イネの幼苗期の重力応答性の解析 
 1-2 の方法で CRCT 形質転換イネと非形質転換イネを農学部ファイトトロン内で 5.0
葉齢まで育成した．CRCT 形質転換イネを株まきポットごと垂直にし，水平方向に対す
るシュートの角度を測定した．測定にはデジタルレベル角度計 (MJ-1; 佐藤商事) を用
いた．5 日間，25°C，暗条件で育成し，暗処理開始後 3 日目，5 日目に水平方向に対す
るシュートの角度を測定した． 
 
1-7-5 CRCT 形質転換イネの実生の重力応答性の解析 
 籾すりをして選別した CRCT 形質転換イネと非形質転換イネの玄米を 50 mL ファル
コンチューブに入れて，30 秒間 70％エタノールに浸した．2 倍希釈した次亜塩素酸ナ
トリウムに界面活性剤 Tween 20 を数滴加えた滅菌用溶液に玄米を浸し，シェーカーで
15 分間振盪した．この操作を 2 回繰り返した．クリーンベンチ内で，滅菌水で玄米を 5
回洗浄した後，滅菌したろ紙上で種子の水分を吸収させた．オートクレーブ済みの寒天
培地に胚が上になるように置床し，グロースチャンバー (28°C，暗条件) で 5 日間育成
した．その後，個体を水平にして 1 日育成しシュートの屈曲を観察した． 
 
 
20 
表 1．本研究で用いたプライマー． 
Primer name Primer sequence (5’ → 3’) 
CRCT-GFP 融合タンパク
質の作出 
 
CCT-GFP F1+Sal1 CGCGTCGACTCCATGTACGCCGCCATGT 
CCT-GFP R1+G×4 CCTCCTCCTCCCTTCCTTGGCTTGAGCAAGTCG 
CCT-GFP F2+Sal1 GCGCGTCGACATGGGAGCTAGCACCCCTCGA 
5’-35S-700 GATGTGATATCTCCACTGACGTAA 
sGFP-R1 GTTTACGTCGCCGTCCAGCT 
CRCT の発現解析  
CRCT-F1 GATCCAGTTGCAGCAGCCA 
CRCT-R1 AGAGGACGAGCTGCCAGTGA 
Actin-F1 GCAACTGGGATGATATGGAGAA 
Actin-R1 TACAGTGTCTGGATTGGAGG 
開帳性関連遺伝子  
 LAZY-F1 ACTGGATCAAGACTGATGCCGAC 
LAZY-R1 ACAGCACATTCAAGCCCTTC 
TAC1-F1 ACGTCAAAGCCGCTGAAGG 
TAC1-R1 AGCATTATGCAGTGACAGG 
LPA1-F1 GCGTATGTATGTAAAGCAAG 
LPA1-R1 GAAACGACCTACGAAACTAC 
デンプン合成関連遺伝子  
 OsAGPL1-F1 GGTTGGAAGGAACGTGGTCA 
 OsAGPL1-R1 TGCAGGTTCAGGGTTCAGAG 
 OsAGPL3-F1 TGCGAGGATAGGGAAGAATG 
 OsAGPL3-R1 TTCTGGTTGGATAAGGGAGG 
OsAGPS1-F1 CCAAGAAGCTTCAAGGGAGAG 
OsAGPS1-R1 TGCAGAGCTTGGTGAACTGG 
OsSSI-F1 ACAAGTCCTCTTGGGAGGGT 
OsSSI-R1 CTGGTTCCCTTTCCATGTAG 
 OsSSIIb-F1 TAGGAGCAACGGTGGAAGTGA 
 OsSSIIb-R1 GTGAACGTGAGTACGTGACCAAT 
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 OsSSIIIb-F1 ATTCCGCTCGCAAGAACTGA 
 OsSSIIIb-R1 CAACCGCAGGATAACGGAAA 
GBSSII-F1 CCGGCATTCCAAGAAATGG 
GBSSII-R1 ACTTCTGAGCTCGCCACCGG 
OsBEI-F1 TGGCCATGGAAGAGTTGGC 
OsBEI-R1 CAGAAGCAACTGCTCCACC 
OsBEIIa-F1 GCCAATGCCAGGAAGATGA 
OsBEIIa-R1 GCGCAACATAGGATGGGTTT 
OsPho1-F1 CCAGCTACATTGAATGCCAG 
OsPho1-R1 CTAGTGCTTGCCTTGCCTGT 
 OsISA1-F1 TGCTCAGCTACTCCTCCATCATC 
 OsISA1-R1 AGGACCGCACAACTTCAACATA 
 OsPUL-F1 ACCTTTCTTCCATGCTGG  
 OsPUL-R1 CAAAGGTCTGAAAGATGGG  
 OsGPT1-F1 GCATAAGCTTCTGCTGCACCTGA 
 OsGPT1-R1 CATCCATGGCCCTGAACATTACC 
OsGPT2-F1 CCGTCATTGTCGCCTCCATC 
OsGPT2-R1 CGAGCACCGAGTCGCGACTT 
プライマーに付加した配列には，下線を引いた． 
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結果 
 
 高 CO2 条件下で顕著に発現誘導される遺伝子 CRCT について，機能解析を行った．
CRCT と同様に CCT ドメインをもつ TOC1 や CONSTANS は転写因子として働き，そ
れらの CCT ドメインが核移行シグナルとして機能している (Tiwari et al., 2010; Gendron 
et al., 2012)．そこで，CRCT の細胞内局在性を明らかにするため CRCT のコード領域全
長と GFP の融合タンパク質 (FL-CRCT-GFP) をタマネギ表皮細胞で発現させ，GFP 蛍
光を観察した (図 1)．FL-CRCT-GFP を発現させた場合，GFP の蛍光と核特異的な DAPI
の蛍光が一致していた．さらに CRCT の CCT ドメインが核移行シグナルとして機能す
るかを明らかにするために，CRCT の CCT ドメインと GFP を融合させたタンパク質 
(CCT-GFP) を用いて同様の解析を行った (図 1)．その結果，FL-CRCT-GFP の結果と同
様に GFP の蛍光と DAPI の蛍光が一致した．これらの結果から，CRCT は核に局在し，
CRCT の CCT ドメインは核移行シグナルとして機能することが示唆された． 
 次に CRCT の発現特異性を明らかにするために，リアルタイム PCR 法による CRCT
の発現の CO2応答性の解析を行なった (図 2A)．生育 CO2濃度を増加させた処理後，1
日目までは CRCT の発現量に対する CO2の効果は認められなかった．しかしながら CO2
処理後 2 日目以降は，高 CO2 条件下で育成した方が大気 CO2 条件下で育成した場合よ
りも CRCT の発現量が有意に高くなった．次に大気 CO2条件下での CRCT の発現の日変
化を解析した (図 2B)．CRCT の発現は明期に移行してから上昇し，明期の終わりに最
も高くなった．暗期に入ると発現は徐々に減少し，暗期の終わりに発現は最も低くなっ
た．杉野 (2011) の結果より，CRCT の発現はグルコースやスクロースといった糖によ
って促進されることがわかっている．一般的に，植物の糖に対する応答は窒素条件，つ
まり C/N バランスの影響を受けることが知られている (Krapp and Stitt, 1999)．そこでグ
ルコース濃度と硝酸アンモニウム濃度を変えた 4 処理区でイネ実生を 5 日間育成した 
(図 3A)．これらの処理区におけるグルコース濃度は植物にとって過剰であり，グルコ
ースが単独で添加されるとシュート長，新鮮重，クロロフィル含量の低下といった生育
阻害が認められた (図 3B)．一方，グルコースに加えて硝酸アンモニウムが添加される
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と生育阻害が緩和された (図 3B)．糖による生育阻害は窒素によって緩和されることが
知られており，この実験系により CRCT の発現の C/N 応答が評価できるものと考えら
れた．そこで，次にそれらの C/N 条件下で育成したイネのシュートを用いて RT-PCR 法
により CRCT の発現解析を行った (図 3C)．CRCT の発現のグルコースによる促進は，
窒素によって抑制されることがわかった．以上の結果から CRCT の発現は細胞の光合成
産物含量によって促進されるが，その発現促進の程度は窒素含量によっても制御される
ことがわかった． 
 杉野 (2011) は CRCT 高発現形質転換イネと CRCT 発現抑制形質転換イネを作出し，
CRCT の発現量がイネの生育に与える影響を解析した．その結果，分げつ数は CRCT 高
発現形質転換イネでは非形質転換イネに比べ少ない傾向があり，CRCT 発現抑制形質転
換イネでは増加する傾向があることを報告している．しかし，全般的に判断するとCRCT
の発現量はイネの生育に大きな影響を与えないと結論づけている．しかしながら，もっ
とも顕著な形態的影響として CRCT 高発現形質転換イネでは株が大きく開くことがわ
かった (図 4A，B)．5.0 葉齢の CRCT 形質転換イネの株元 1 cm を用いて，イネの分げ
つ角度に関係する遺伝子 LAZY1，Tiller Angle Control 1 (TAC1)，Loose Plant Archtecture 1 
(LPA1) の発現解析を行った (図 4C)．しかしながら CRCT の発現量は，これらの遺伝子
の発現に影響を与えていなかった．CRCT は様々な器官の維管束で発現することが報告
されているが，イネの株もとで発現しているかは明らかとなっていない (杉野，2011)．
そこで，CRCT プロモーター:GUS 形質転換イネの株元 1 cm を用いて，株元における
CRCT の発現を解析した (図 5)．杉野 (2011) は組織の GUS 染色は 2 日間行なっていた
が，株もとでは 2 時間で十分に染色されたことから株もとでの CRCT の発現が非常に高
いことが示唆された．これらの結果から，CRCT はイネの生育に大きな影響を与えない
が，CRCT の発現量により分げつ数と株の開帳性が変化することがわかった． 
 CRCT は他の CCT ドメインタンパク質と同様に転写調節因子であることが考えられ
る (図 1)．杉野 (2011) は CRCT 形質転換イネの葉身を用いてマイクロアレイ解析を行
い，CRCT の発現量が他の遺伝子の発現に及ぼす効果を解析した．主な一次代謝に関わ
る遺伝子については，CRCT の発現量がそれらの発現にほとんど影響を与えていなかっ
た (杉野，2011)．また，デンプン合成に関わる遺伝子について着目すると，CRCT 発現
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抑制形質転換イネでは非形質転換イネに比べ AGPL1 (ADP-グルコースピロホスホリラ
ーゼ large subunit 1) や GPT2 (グルコース-6-リン酸輸送体 2) の発現量が大きく低下し
ていた (図 6; 表 2)．一方で，CRCT 高発現形質転換イネではそれらの遺伝子の発現量
は非形質転換イネと違いはなかった．それらの結果から，CRCT の発現量は葉身の遺伝
子発現に大きな影響を与えないが，一部のデンプン合成関連遺伝子の発現には影響を与
える可能性が考えられた． 
 植物を高 CO2条件下で育成した場合，植物種に共通した応答の一つはデンプン含量の
増加であり，イネの場合は特に栄養成長期の光合成産物のシンク器官である葉鞘のデン
プン含量が増加する (Nakano et al., 1997; Ainsworth and Long, 2005)．また，葉鞘のデン
プン含量増加の程度は窒素条件に左右されることが報告されている (Nakano et al., 
1997)．さらに，CRCT の発現と同様にデンプン合成に関わる SS や AGPL1 の発現は高
CO2条件下で発現が促進されることが報告されている (Fukayama et al., 2009)．CRCT 発
現抑制形質転換イネで大きく発現が減少していた AGPL1 の欠損変異体では，葉鞘のデ
ンプン蓄積量が野生型に比べ大きく減少し，分げつ数が増加する (Okamura et al., 2013)．
さらに，分げつの開帳性も変化することが報告されている (Okamura et al., 2015)．それ
らの報告とこれまでの結果から，CRCT は高 CO2や糖に応答して葉鞘のデンプン合成に
関わる可能性が推察された．そこで初めに，CRCT 形質転換イネの葉身と葉鞘における
可溶性糖含量とデンプン含量の解析を行った (図 7)．CRCT 高発現形質転換イネの葉身
におけるグルコース含量，フルクトース含量，スクロース含量は，形質転換イネよりも
減少していた (図 7A)．一方，CRCT 発現抑制形質転換イネの可溶性糖含量は非形質転
換イネと有意なさは認められなかった (図 7A)．デンプン含量は CRCT 発現抑制形質転
換イネでは非形質転換イネに比べ，有意に減少していた．葉鞘におけるグルコース含量
とフルクトース含量は非常に低く，また非形質転換イネと CRCT 形質転換イネとの間に
差異は認められなかった (図 7B)．しかしながらスクロース含量は CRCT 高発現形質転
換イネで有意に減少していた．最も明確な違いはデンプン含量であり，CRCT 高発現形
質転換イネのデンプン含量は非形質転換イネより顕著に高く，CRCT 発現抑制形質転換
イネでは低かった (図 7B)．このデンプン含量の変化が重要と考え，さらに CRCT 高発
現形質転換イネ，CRCT 発現抑制形質転換イネをそれぞれ 3 系統追加し，葉鞘における
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CRCT の発現量とデンプン含量の関係を解析した (図 8)．全ての CRCT 高発現形質転換
イネのデンプン含量は非形質転換イネのデンプン含量よりも高く，CRCT 発現抑制形質
転換イネのデンプン含量は低かった (図 8A)．また，CRCT 形質転換イネにおける CRCT
の発現量とデンプン含量の間には非常に高い正の相関が認められた (図 8B)．CRCT 形
質転換イネの葉身，葉鞘，頴花，稈，根をヨウ素ヨウ化カリウム溶液で染色した (図 9)．
葉身については，非形質転換イネと CRCT 高発現形質転換イネで同程度に染色が認めら
れたが，CRCT 発現抑制形質転換イネの葉身はほとんど染色されなかった (図 9A). 一
方，葉鞘については，CRCT 高発現形質転換イネでは葉鞘全体が青紫色に染まったが，
CRCT 発現抑制形質転換イネではほとんど染色されなかった (図 9A)．葉鞘と同様に，
CRCT 高発現形質転換イネの頴花や稈は全体が染色され，CRCT 発現抑制形質転換イネ
の稈は全く染色されなかった．また，根では CRCT 形質転換イネと非形質転換イネの間
に差は認められなかった (図 9B)．次に葉鞘と葉身の横断切片を作出し，細胞内におけ
るデンプン粒の蓄積を光学顕微鏡で観察した (図 10)．非形質転換イネや CRCT 高発現
形質転換イネの葉鞘ではデンプン粒の蓄積が貯蔵柔細胞で観察されたが，CRCT 発現抑
制形質転換イネではデンプン粒がほとんど確認できなかった (図 10A)．葉身について
は，非形質転換イネと CRCT 発現抑制形質転換イネではデンプン粒は全く観察されなか
ったが，CRCT 高発現形質転換イネでは，中肋の通気腔付近の柔細胞にデンプン粒が観
察された (図 10B)．それらの結果より，CRCT の発現量は葉鞘の柔組織におけるデンプ
ン蓄積に大きな影響を与えることが明らかとなった． 
 CRCT が葉鞘のデンプン蓄積を制御するメカニズムを明らかにするためには，CRCT
形質転換イネの葉鞘における遺伝子の発現変化を網羅的に解析する必要があると考え，
マイクロアレイ解析を行った (図 11)．図 11A と表 3 にはデンプン合成に関わる遺伝子
の結果を，図 11B と表 4 にはデンプン分解に関わる遺伝子の結果を示す．デンプン合
成に関わる多くの遺伝子は CRCT 高発現形質転換イネで発現促進され，CRCT 発現抑制
形質転換イネで発現抑制された (図 11A)．特に AGPL1，AGPS1 (ADP-グルコースピロ
ホスホリラーゼ small subunit1)，BEI，PUL (プルラナーゼ)，Pho1 (α-グルカンホスホリ
ラーゼ 1)の発現変化は 2 倍以上であり，5%水準での有意差が認められた (表 3)．一方，
デンプン分解に関わる多くの遺伝子は発現変化していなかった (図 11B，表 4)．次にリ
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アルタイム PCR 法によるマイクロアレイ解析の結果の再現性の確認を行った (図 11C，
D)．マイクロアレイ解析で発現変化が大きかった AGPS1，AGPL1，Pho1，BE1 の発現
はやはり CRCT 高発現形質転換イネで高く，CRCT 発現抑制形質転換イネで低かった 
(図 11C)．デンプン合成に関わる遺伝子のうち，主に葉鞘で発現している SSI，GBSSII (顆
粒結合型デンプン合成酵素 II)，BEIIa，GPT2 についてもリアルタイム PCR 法による発
現解析を行った (図 11D)．BEIIa，SSI，GBSSII の発現は CRCT 高発現形質転換イネでは
非形質転換イネとの間に差は認められなかったが，CRCT 発現抑制形質転換イネでは有
意に減少していた．また，GPT2 の発現は CRCT 高発現形質転換イネで有意に増加し，
CRCT 発現抑制形質転換イネで減少した．CRCT 形質転換イネの葉鞘からタンパク質を
抽出し，抗 AGPase 特異的抗体を用いてウエスタンブロット解析を行った (図 12A)．葉
鞘における AGPase の発現量は大サブユニットと小サブユニットいずれも明らかに
CRCT 高発現形質転換イネで高くなり，CRCT 発現抑制形質転換イネでは減少した．ま
た葉鞘から抽出したタンパク質を用いた SDS-PAGE の結果，CRCT 高発現形質転換イネ
においてのみ分子量約 120 kDa 付近に未知なバンドが認められた (図 12B)．この未知な
バンドを高速液体クロマトグラフィー質量分析計 (LC-MS) で解析し，MASCOT search
でタンパク質の同定を行った．その結果，分子量約 120 kDa 付近の未知なバンドは Pho1
であると同定された (図 12C)．それらの結果から，CRCT は葉鞘においてデンプン合成
関連酵素の発現を制御することでデンプン蓄積量に大きな影響を与えることがわかっ
た． 
CRCT 高発現形質転換イネのマイクロアレイ解析の結果，発現が有意に増加した遺伝
子と減少した遺伝子のうち，シグナル強度の平均値が 10 以上である上位 50 遺伝子をそ
れぞれ表 5 と表 6 に示した．また CRCT 発現抑制形質転換イネのマイクロアレイ解析の
結果，発現が有意に増加した遺伝子と減少した遺伝子のうち，発現変化が大きかったも
の上位 50 遺伝子につてもそれぞれ表 7 と表 8 に示した．CRCT 高発現形質転換イネで
有意に発現促進された上位 50 遺伝子の多くは機能が未知なものであった (表 5)．
OsAGPL1とOsAGPS1の発現変化はそれぞれ 68番目と 98番目であった (data not shown)．
同様に CRCT 高発現形質転換イネで有意に発現抑制された上位 50 遺伝子の多くは機能
が未知なものであったが，その中には，ジベレリン合成に関わる Ent-kaurene oxidase や
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収量に関わる OsmiR397b が含まれていた (表 6)．CRCT 発現抑制形質転換イネで有意に
発現促進された遺伝子の多くも機能未知であった (表 7)．しかし CRCT 発現抑制形質転
換イネで有意に発現抑制された遺伝子には，OsAGPL1，OsAGPS1，Pho1，BEI，GBSSI (顆
粒結合型デンプン合成酵素 I)，PUL など多くのデンプン合成に関わる遺伝子やリグニン
合成に関わる Caffeic acid 3-O-methyltransferase が含まれていた (表 8)．またこれらの遺
伝子のうち，機能未知な遺伝子 Os12g0117700，Cytochrome P450 family protein である
Os10g0524700 と Cold acclimation protein COR413-TM1 (Os05g0566800) は CRCT 高発現
形質転換イネで有意に発現促進され，CRCT 発現抑制形質転換イネで有意に発現抑制さ
れていた．一方，TPR モチーフ (tetratricopetide repeat motif) を持つ機能未知な遺伝子
Os08g0481000 は CRCT 高発現形質転換イネで有意に発現抑制され，CRCT 発現抑制形質
転換イネで有意に発現促進されていた．また発現変化は顕著ではなかったが，TPR モチ
ーフを持ち，CRCTと同様に高 CO2条件下において発現促進される遺伝子 Os06g0606700
の発現も変化していた．以上の結果から，CRCT の発現量は主にデンプン合成関連遺伝
子の発現に影響を与えるが，他にも様々な遺伝子の発現に影響を及ぼすことがわかった． 
葉鞘にデンプンが蓄積しない agpl1欠損変異体では重力感受に関わるデンプン粒が欠
損するために重力感受性が低下し，開帳性が増加したと考えられている (Okamura et al., 
2015)．そこで CRCT 高発現形質転換イネで見られた開帳性の増加が重力感受性の変化
によるものかを明らかにするため，CRCT 形質転換イネの重力応答性試験を行った (図 
13)．イネを株まきポットで通常通り育成し，5.0 葉齢となった時点で株まきポットを重
力に対して垂直にし，5 日間暗条件に置いた (図 13A)．処理後 3 日目には CRCT 発現
抑制形質転換イネの屈曲角度は非形質転換イネに比べ大きくなり，CRCT 高発現形質転
換イネでは逆に小さくなった (図 13B)．処理後 5 日目ではその系統間の差異が大きく
なった．さらにイネ実生を寒天培地に置床し 5 日間育成した後，暗条件で同様に重力屈
性試験を行い 24 時間後に観察した (図 13C)．非形質転換イネや CRCT 発現抑制形質転
換イネでは重力屈性が認められたが，CRCT 高発現形質転換イネでは全く重力屈性が認
められなかった．これらの結果から，CRCT 高発現形質転換イネでは重力感受性が低下
したため，株の開帳度が増加したと考えられた． 
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図 2．CRCT の発現解析． 
A，CRCT の発現の CO2 応答性．大気 CO2 条件下で日本晴を 4.8 葉齢まで育成し、
大気 CO2 条件 (38 Pa) と高 CO2 条件 (100 Pa) に移して処理を開始した．処理開
始日を 0 日目とし，処理開始後 1，2，4 日目に第 4 葉葉身より上位に展開してい
る葉身をサンプリングし，リアルタイム PCR 法により発現解析を行った．T 検定
により p 値を算出した．**は 1%水準で，大気条件で育成した場合との間に有意
差があることを示す．データは平均値と標準偏差を示す (n=4). B， CRCT の発現
の日変化．大気 CO2 条件下でイネを 5.0 葉齢まで育成し，全ての葉身をサンプリ
ングしリアルタイム PCR 法により解析に用いた．データは平均値と標準偏差を
示す (n=4)． 
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図 5. CRCT プロモーター：GUS 形質転換イネを用いた株元における CRCT の発現解
析． 
A，CRCT プロモーター：GUS 形質転換イネの株元の縦断面．CRCT プロモーター：
GUS 形質転換イネの株元約 1 cm を縦に切断し，GUS 染色した．個体により多少発現
場所に違いが認められた．B，CRCT プロモーター：GUS 形質転換イネの株元の横断
面．CRCT プロモーター：GUS 形質転換イネの株元約 1 cm を 6 等分に横断し GUS 染
色した．そのうち GUS 染色が観察された先端から 4 つを示す． 
A 
B 
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図 6．CRCT 形質転換イネの葉身におけるデンプン合成関連遺伝子の発現変化． 
各遺伝子の発現レベルは，非形質転換イネに対する log2 値で示した．左が高発現形質転
換イネ，右が CRCT 発現抑制形質転換イネについての結果である．杉野 (2011) のデータ
を元に図を作成した．Ox, CRCT 高発現形質転換イネ; RNAi, CRCT 発現抑制形質転換イ
ネ． 
Ox RNAi
-2.0 2.0
34 
 
  
図 7. CRCT 形質転換イネの可溶性糖とデンプン含量． 
A，CRCT 形質転換イネの葉身の可溶性糖とデンプン含量．B，CRCT 形質転換イネの葉
鞘の可溶性糖とデンプン含量．6.5 葉齢のイネの第 6 葉葉身と第 5 葉葉鞘を明期の終わ
りにサンプリングし，グルコース，フルクトース，スクロース，デンプン含量を解析し
た．T 検定により p 値を算出した．**は 1%水準で非形質転換イネとの間に有意差があ
ることを示す．データは平均値と標準偏差を示す(n=5)．NT，非形質転換イネ; OX1 と
OX2, CRCT 高発現形質転換イネ; RNAi1 と RNAi2, CRCT 発現抑制形質転換イネ． 
0
10
20
30
40
0
10
20
30
40
0
0.2
0.4
0.6
0.8
0
0.2
0.4
0.6
0.8
0
40
80
120
0
10
20
0
0.04
0.08
0
0.04
0.08
0.12
0.16
G
lu
co
se
 
(m
g 
g-
1
FW
)
Fr
uc
to
se
 
(m
g 
g-
1
FW
)
Su
cr
os
e 
(m
g 
g-
1
FW
)
St
ar
ch
 
(m
g 
g-
1
FW
)
G
lu
co
se
 
(m
g 
g-
1
FW
)
Fr
uc
to
se
 
(m
g 
g-
1
FW
)
Su
cr
os
e 
(m
g 
g-
1
FW
)
St
ar
ch
 
(m
g 
g-
1
FW
)
A B
**
** **
** **
** **
**
**
** **
** **
  
図 8. 
A，C
身と第
法によ
形質転
量と
NT，
RNAi
CRCT の発
RCT 形質転
5 葉葉鞘
り CRCT
換イネと
CRCT の発現
非形質転換
5，CRCT 発
現量とデン
換イネの葉
を明期の終
の発現量 (下
の間に有意
量の関係
イネ; OX3
現抑制形質
 
プン含量の
鞘のデンプ
わりにサン
) を解析
差があるこ
．R
2
は決定
と OX4 と
転換イネ．
35 
関係． 
ン含量と
プリングし
した．T 検定
とを示す．
係数を示す
OX5，CRC
 
CRCT の発
，デンプン
により p
B，CRCT 形
．データは
T 高発現形
現量．6.5 葉
含量 (上) 
値を算出し
質転換イネ
平均値と標
質転換イネ
齢のイネの
とリアルタ
た．**は 1
におけるデ
準偏差を示
; RNAi3 と
第 6 葉葉
イム PCR
%水準で非
ンプン含
す (n=4)．
RNAi4 と
図蓄
A，
鞘
た
幼
Cm
と
9. ヨウ素
積レベルの
葉身と葉
 (下) を明期
．B，穎花と
苗期の根 (
，稈．NT，
RNAi2, CR
デンプン反
解析． 
鞘 のデンプ
の終わり
葯，稈，根
下) をヨウ
非形質転換
CT 発現抑制
応による
ン蓄積．6
にサンプリ
のデンプン
素ヨウ化カ
イネ．OX
形質転換イ
36 
CRCT 形質
.5 葉齢のイ
ングし，ヨ
蓄積．開花
リウム溶液
1 と OX2, C
ネ． 
転換イネの
ネの第 6 葉
ウ素ヨウ化
期の頴花 (
で染色した
RCT 高発現
様々な組織
葉身 (上) 
カリウム溶
上)，出穂期
．LS, 葉鞘
形質転換イ
のデンプン
と第 7 葉葉
液で染色し
の稈 (中)，
; Pu，葉枕
ネ．RNAi1
 
 
; 
37 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
図 10. CRCT 形質転換イネの葉鞘と葉身の横断面． 
A，葉鞘の横断面．B，葉身の横断面．5.0 葉齢のイネの第 3 葉の葉鞘と第 4 葉
の葉身をテクノビットで包埋し，ミクロトームにより薄切片を作成した．薄切
片を 0.5% (w/v) ヨウ素ヨウ化カリウム溶液で染色し，光学顕微鏡で観察した．
デンプン粒は矢印で示した．バーは 20 μm を示す．P，柔細胞; V，維管束; M，
葉肉細胞．NT, 非形質転換イネ; OX1, CRCT 高発現形質転換イネ; RNAi, CRCT
発現抑制形質転換イネ． 
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表 2．CRCT 形質転換イネの葉身を用いたマイクロアレイ解析のデンプン合成関
連遺伝子の発現変化． 
Gene name と RAP-ID は Rice Annotation Project Database RAP-DB 
(http://rapdb.dna.affrc.go.jp/) に準じた．Fold change は CRCT 形質転換イネと非形
Gene name RAP-ID 
Probe 
name 
Fold change P-value 
OX RNAi OX RNAi
AGPL1 Os05g0580000 AK100910 0.89 0.30 0.589 0.001
AGPL2 Os01g0633100 AK071497 0.88 0.82 0.209 0.046
AGPL3 Os03g0735000 AK105092 0.67 0.99 0.106 0.895
AGPL4 Os07g0243200 D21272 1.00 1.00 0.163 0.001
AGPS1 Os09g0298200 AK073146 0.90 0.69 0.479 0.024
AGPS2a Os08g0345800 AK071826 0.70 0.80 0.084 0.018
AGPS2b   AK103906 0.74 0.85 0.106 0.039
SSI Os06g0160700 AK109458 1.21 0.58 0.738 0.001
SSIIa Os06g0229800 AK101978 1.92 1.24 0.426 0.167
SSIIb Os02g0744700 AK066446 0.73 0.81 0.073 0.564
SSIIc Os10g0437600 AF383878 0.65 0.82 0.087 0.008
SSIIIa Os08g0191500 AK061604 1.10 1.89 0.976 0.010
SSIIIb Os04g0624600 AK059368 0.78 0.81 0.020 0.035
SSIVa Os01g0720600 AK066808 0.69 0.97 0.005 0.547
SSIVb Os05g0533600 AY373258 1.14 1.12 0.463 0.071
GBSSI Os06g0133000 AK070431 1.21 0.80 0.866 0.100
GBSSII Os07g0412100 AK067654 0.78 0.71 0.055 0.000
BEI Os06g0726400 AK068920 1.09 0.83 0.402 0.002
BEIIa Os04g0409200 0.86 0.75 0.162 0.003
BEIIb Os02g0528200 D16201 1.49 1.14 0.005 0.485
ISA1 Os08g0520900 AB015615 2.55 2.14 0.226 0.154
ISA2 Os05g0393700 1.74 1.56 0.458 0.482
ISA3 Os09g0469400 AK106986 2.22 2.73 0.057 0.001
PUL Os04g0164900 D50602 0.68 0.30 0.081 0.000
Pho1 Os03g0758100 AK063766 2.70 0.64 0.054 0.003
Pho2 Os01g0851700 AK105410 0.87 0.89 0.160 0.126
42 
質転換イネの発現量の相対値を表す． AGPS2a と AGPS2b は AGPS2 のオルタナ
ティブスプライシングである．値は 4 反復の平均とした．P-value は T 検定にて
求め，本研究では 0.005 以下の値を有意とした．杉野 (2011) の CRCT 形質転換
イネの葉身を用いたマイクロアレイ解析の結果を引用した． 
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表 3．デンプン合成関連遺伝子の CRCT 形質転換イネの葉鞘を用いたマイクロア
レイ解析の結果． 
Gene name RAP-ID 
Probe 
name 
Fold change P-value 
OX RNAi OX RNAi
AGPL1 Os05g0580000 AK100910 4.35 0.18 0.001 0.000
AGPL2 Os01g0633100 AK071497 0.91 0.89 0.332 0.292
AGPL3 Os03g0735000 AK105092 1.04 1.20 0.944 0.229
AGPL4 Os07g0243200 D21272 1.80 0.92 0.562 0.361
AGPS1 Os09g0298200 AK073146 3.54 0.38 0.001 0.000
AGPS2a Os08g0345800 AK071826 0.82 0.79 0.069 0.012
AGPS2b   AK103906 0.97 0.81 0.737 0.036
SSI Os06g0160700 AK109458 1.45 0.88 0.014 0.114
SSIIa Os06g0229800 AK101978 2.83 0.87 0.065 0.353
SSIIb Os02g0744700 AK066446 0.86 0.88 0.095 0.065
SSIIc Os10g0437600 AF383878 0.96 0.96 0.808 0.709
SSIIIa Os08g0191500 AK061604 1.05 1.02 0.913 0.984
SSIIIb Os04g0624600 AK059368 1.20 0.91 0.285 0.391
SSIVa Os08g0345800 AK103906 0.97 0.81 0.737 0.036
SSIVb Os05g0533600 AY373258 1.16 1.07 0.213 0.567
GBSSI Os06g0133000 AK070431 2.58 0.79 0.008 0.223
GBSSII Os07g0412100 AK067654 1.55 0.71 0.017 0.079
BEI Os06g0726400 AK068920 2.37 0.38 0.017 0.000
BEIIa Os04g0409200 AB023498 1.27 0.73 0.016 0.018
BEIIb Os02g0528200 D16201 2.93 1.59 0.015 0.150
GPT1 Os08g0187800 AK060577 1.91 0.83 0.009 0.059
GPT2 Os07g0523600 AK059906 2.16 0.63 0.036 0.099
ISA1 Os08g0520900 AB015615 1.45 0.80 0.060 0.080
ISA2 Os05g0393700 1.24 1.29 0.543 0.557
ISA3 Os09g0469400 AK106986 1.56 1.30 0.293 0.323
PUL Os04g0164900 D50602 3.05 0.43 0.035 0.000
Pho1 Os03g0758100 AK063766 2.82 0.30 0.001 0.000
Pho2 Os01g0851700 AK105410 1.02 0.64 0.970 0.002
44 
Gene name と RAP-ID は Rice Annotation Project Database RAP-DB 
(http://rapdb.dna.affrc.go.jp/) に準じた．Fold change は CRCT 形質転換イネと非形
質転換イネの発現量の相対値を表す． AGPS2a と AGPS2b は AGPS2 のオルタナ
ティブスプライシングである．値は 4 反復の平均とした．P-value は T 検定にて
求め，本研究では 0.005 以下の値を有意とした． 
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表 4．デンプン分解関連遺伝子の CRCT 形質転換イネの葉鞘を用いたマイクロア
レイ解析の結果． 
Gene name と RAP-ID は Rice Annotation Project Database RAP-DB 
(http://rapdb.dna.affrc.go.jp/) に準じた．Fold change は CRCT 形質転換イネと非形
質転換イネの発現量の相対値を表す．値は 4 反復の平均とした．P-value は T 検
Gene name RAP-ID 
Probe 
name 
Fold change P-value 
OX RNAi OX RNAi
α-Amy1A Os02g0765600 AK101744 1.00 1.00  0.214 0.469
α-Amy1C Os02g0765300 M81143 0.96 0.69  0.615 0.697
α-Amy2A Os06g0713800 AK059671 0.75 0.94  0.045 0.709
α-Amy3A Os09g0457400 AK063988 1.00 1.00  0.254 0.501
α-Amy3B Os09g0457600 CI048168 1.00 0.76  0.313 0.357
α-Amy3C Os09g0457800 AK101358 0.99 0.98  0.960 0.737
α-Amy3D Os08g0473900 AK073487 1.25 1.45  0.937 0.824
α-Amy3E Os08g0473600 AK064071 1.00 1.00  0.267 0.574
β-Amy1 Os07g0543300 0.66 0.61 0.366 0.085
β-Amy2 Os10g0465700 AK067249 1.61 0.87  0.463 0.295
β-Amy3 Os03g0141200 AK068968 2.11 1.37  0.024 0.555
β-Amy4 Os01g0236800 CI165105 1.11 0.98  0.193 0.683
β-Amy5 Os10g0565200 CI411567 3.22 3.53  0.738 0.121
β-Amy6 Os07g0543100 0.91 0.86 0.298 0.363
β-Amy7 Os07g0667100 CI278377 1.00 1.00  0.504 0.718
β-Amy8 Os09g0569200 AK070300 1.28 1.00  0.005 0.985
β-Amy9 Os03g0351300 1.31 0.99 0.329 0.863
DPE1 Os07g0627300 AK063426 1.23 1.26  0.033 0.001
DPE2 Os07g0662900 AK067082 1.25 0.72  0.122 0.008
GWD Os06g0498400 AK058235 1.09 0.77  0.520 0.006
PWD Os12g0297500 AK072331 0.88 0.97  0.050 0.617
SEX4-like1 Os11g0113100 AK072567 0.94 0.99  0.325 0.853
SEX4-like2 Os08g0379300 AK072357 1.09 1.08  0.395 0.562
pGlcT Os01g0133400 AK065247 0.96 0.91  0.366 0.120
MT Os04g0602400 AK071005 1.11 0.77  0.193 0.037
46 
定にて求め，本研究では 0.005 以下の値を有意とした． 
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表 5．CRCT 高発現形質転換イネにおいて有意に発現促進された上位 50 遺伝子． 
Rank Discription RAP-DB Fold change Signal ave P-value
1 Hypothetical protein. Os07g0511400 501.42 6896.13 0.005
2 Conserved hypothetical 
protein. 
Os03g0115800 181.17 8154.87 0.001
3 Hypothetical protein. Os06g0265100 134.73 522.10 0.001
4 Conserved hypothetical 
protein. 
Os01g0692400 120.31 263.06 0.006
5 BURP domain containing 
protein. 
Os10g0409400 86.34 4385.25 0.030
6 Conserved hypothetical 
protein. 
Os07g0122000 60.49 741.52 0.006
7 Conserved hypothetical 
protein. 
Os05g0296200 58.46 125.13 0.004
8 Conserved hypothetical 
protein. 
Os01g0155800 56.28 16740.17 0.046
9 Hypothetical protein. Os06g0579600 48.70 15018.20 0.039
10 Glycine-rich protein 
precursor. 
Os07g0511100 47.53 655.96 0.002
11 ZIM domain containing 
protein. 
Os07g0153000 21.44 134.79 0.001
12 Xylanase inhibitor protein I 
precursor. 
Os07g0632000 20.59 441.35 0.044
13 Conserved hypothetical 
protein. 
Os04g0677000 20.54 57.66 0.001
14 (No Hit) Os05g0438300 20.49 116.89 0.002
15 Hypothetical protein. Os06g0261300 19.79 200.50 0.000
16 Conserved hypothetical 
protein. 
Os07g0442800 19.57 82.29 0.035
17 (No Hit) Os11g0491900 18.56 48.03 0.003
18 Zn-finger, Dof type domain 
containing protein. 
Os02g0252400 17.59 58.58 0.018
48 
19 (No Hit) Os04g0607800 16.45 49.26 0.002
20 Protein kinase domain 
containing protein. 
Os11g0556400 15.27 36.83 0.017
21 Homeodomain-like 
containing protein. 
Os11g0282700 14.37 45.39 0.004
22 Conserved hypothetical 
protein. 
Os04g0387300 14.01 144.86 0.000
23 Conserved hypothetical 
protein. 
Os04g0115200 12.39 86.36 0.032
24 (No Hit) Os08g0213100 11.62 40.05 0.006
25 Conserved hypothetical 
protein. 
Os05g0472600 10.74 79.48 0.006
26 Synaptojanin, N-terminal 
domain containing protein. 
Os10g0390900 10.28 34.65 0.015
27 Conserved hypothetical 
protein. 
Os06g0200800 10.22 39.20 0.023
28 (No Hit) Os05g0211800 9.97 22.26 0.002
29 Vacuolar protein-sorting 
protein 45 homolog 
(AtVPS45). 
Os02g0437800 9.82 60.39 0.023
30 (No Hit) Os11g0636200 9.70 142.02 0.000
31 (No Hit) Os05g0417400 9.54 21.31 0.005
32 Hypothetical protein. Os12g0117700 9.27 252.34 0.006
33 Protein of unknown function 
DUF635 family protein. 
Os01g0872900 9.10 95.82 0.003
34 Hypothetical protein. Os05g0580100 8.68 44.08 0.009
35 Hypothetical protein. Os12g0508400 8.48 66.74 0.007
36 Homeodomain-like 
containing protein. 
Os01g0873000 8.42 39.76 0.006
37 Non-protein coding 
transcript, unclassifiable 
transcript. 
Os04g0397800 8.37 19.65 0.023
49 
38 Cold acclimation protein 
COR413-TM1. 
Os05g0566800 8.23 14655.81 0.015
39 Hypothetical protein. Os06g0271400 8.15 177.12 0.022
40 2OG-Fe(II) oxygenase 
domain containing protein. 
Os07g0103500 7.76 114.51 0.018
41 Hypothetical protein. Os08g0441700 7.18 1397.42 0.005
42 Zn-finger, PMZ type domain 
containing protein. 
Os07g0627100 6.58 80.08 0.030
43 (No Hit) Os01g0225700 6.11 19.98 0.013
44 (No Hit) Os08g0559800 5.93 18.06 0.001
45 Iron/ascorbate-dependent 
oxidoreductase. 
Os02g0320800 5.85 21.30 0.000
46 Plant protein of unknown 
function family protein. 
Os05g0130400 5.73 23.95 0.004
47 Conserved hypothetical 
protein. 
Os03g0383100 5.46 14.67 0.028
48 Cytochrome P450 family 
protein. 
Os10g0524700 5.40 1240.99 0.015
49 Protein of unknown function 
DUF6 domain containing 
protein. 
Os04g0457300 5.37 94.51 0.024
50 (No Hit) Os04g0330800 5.23 450.52 0.007
遺伝子番号は Rice Annotation Project Database RAP-DB (http://rapdb.dna.affrc.go.jp/) に準
じた．CRCT 高発現形質転換イネの葉鞘のマイクロアレイ解析において，Cyanine-3，
Cyanine-5 のシグナル強度の平均値が 10 以上であり，P-value が 0.05 以下である遺伝子
の中で発現促進された上位 50 遺伝子を示す． 
 
  
50 
表 6．CRCT 高発現形質転換イネにおいて有意に発現抑制された上位 50 遺伝子． 
Rank Discription RAP-DB Fold change Signal ave P-value
1 Peptidase S10, serine 
carboxypeptidase family 
protein. 
Os11g0461000 0.12 92.68 0.00
2 Hypothetical protein. Os05g0227100 0.17 1569.43 0.00
3 Box protein (MADS box 
protein MADS1). 
Os03g0215400 0.20 82.39 0.02
4 Hypothetical protein. Os12g0406000 0.21 271.26 0.00
5 (No Hit) Os03g0323700 0.21 42.34 0.02
6 Hypothetical protein. Os02g0452900 0.22 13.14 0.01
7 Terpene synthase-like 
domain containing protein. 
Os03g0348200 0.24 188.19 0.01
8 Beta-amyrin synthase. Os11g0285000 0.25 63.52 0.00
9 SP3D. Os01g0218500 0.25 59.99 0.00
10 MADS15 protein. Os07g0108900 0.25 15.63 0.00
11 Acid phosphatase (Class B) 
family protein. 
Os05g0191500 0.26 15.76 0.01
12 miRNA osa-miR443 0.26 11.10 0.03
13 O-methyltransferase, family 
2 domain containing 
protein. 
Os04g0196200 0.28 11.90 0.01
14 Ent-kaurene oxidase (EC 
1.14.13.78) (AtKO1) 
(Cytochrome P450 701A3). 
Os06g0569500 0.28 47.98 0.00
15 4-coumarate--CoA ligase 2 
(EC 6.2.1.12) (4CL 2) 
(4-coumaroyl-CoA synthase 
2). 
Os02g0697400 0.29 534.55 0.00
16 TPR-like domain containing 
protein. 
Os08g0481000 0.29 29.18 0.00
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17 FAD-dependent pyridine 
nucleotide-disulphide 
oxidoreductase family 
protein. 
Os07g0111900 0.30 76.22 0.00
18 UDP-glucuronosyl/UDP-glu
cosyltransferase family 
protein. 
Os01g0735300 0.30 143.65 0.01
19 TPR-like domain containing 
protein. 
Os06g0700100 0.30 11.10 0.00
20 Protein kinase domain 
containing protein. 
Os09g0359500 0.30 10.72 0.02
21 Flavonoid 
3'-monooxygenase (EC 
1.14.13.21) (Flavonoid 
3'-hydroxylase) 
(Cytochrome P450 75B2). 
Os10g0320100 0.30 4962.07 0.00
22 Cytochrome P450 family 
protein. 
Os06g0640500 0.30 144.38 0.00
23 Zeaxanthin cleavage 
oxygenase. 
Os12g0435200 0.30 99.20 0.02
24 Lectin-like receptor kinase 
7;2. 
Os07g0130900 0.31 35.80 0.00
25 Disease resistance protein 
family protein. 
Os06g0267900 0.31 253.28 0.01
26 MtN3 and saliva related 
transmembrane protein 
family protein. 
Os09g0254600 0.31 10.42 0.01
27 Hypothetical protein. Os07g0209500 0.31 18.19 0.00
28 UDP-glucuronosyl/UDP-glu
cosyltransferase family 
protein. 
Os05g0527900 0.32 25.74 0.00
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29 Conserved hypothetical 
protein. 
Os01g0339500 0.32 26.94 0.01
30 Transcription factor, 
MADS-box domain 
containing protein. 
Os03g0752800 0.32 70.04 0.00
31 Non-protein coding 
transcript, unclassifiable 
transcript. 
Os01g0647200 0.32 1371.01 0.01
32 Serine/threonine protein 
kinase family protein. 
Os07g0131000 0.33 13.99 0.01
33 Cytochrome P450 family 
protein. 
Os10g0440000 0.33 1155.09 0.00
34 miRNA osa-miR397b 0.33 10.76 0.02
35 Isopenicillin N synthase 
family protein. 
Os04g0522500 0.33 1483.42 0.02
36 Conserved hypothetical 
protein. 
Os02g0587600 0.34 10.13 0.02
37 Retrotransposon gag protein 
family protein. 
Os08g0315200 0.34 12.76 0.00
38 UDP-glucuronosyl/UDP-glu
cosyltransferase family 
protein. 
Os03g0358800 0.34 11.25 0.00
39 GOS9 protein. Os03g0399900 0.34 391.18 0.00
40 Anthocyaninless2. Os08g0136100 0.35 13.29 0.02
41 Conserved hypothetical 
protein. 
Os07g0170800 0.35 231.79 0.01
42 E-class P450, group I family 
protein. 
Os08g0507100 0.35 19.60 0.02
43 OsPK4. Os01g0206300 0.35 12.87 0.01
44 Calcium-dependent protein 
kinase, isoform 11 (EC 
2.7.1.-) (CDPK 11). 
Os04g0503200 0.35 40.51 0.00
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45 (No Hit) Os08g0470000 0.36 11.77 0.01
46 (No Hit) Os01g0735400 0.36 110.44 0.00
47 Conserved hypothetical 
protein. 
Os05g0569900 0.36 14.48 0.00
48 Conserved hypothetical 
protein. 
Os05g0367200 0.37 132.25 0.01
49 Transcription factor 
MADS23. 
Os08g0431900 0.37 12.69 0.00
50 Protein of unknown 
function DUF635 family 
protein. 
Os12g0550700 0.37 11.92 0.01
遺伝子番号は Rice Annotation Project Database RAP-DB (http://rapdb.dna.affrc.go.jp/) に準
じた．CRCT 高発現形質転換イネの葉鞘のマイクロアレイ解析において，Cyanine-3，
Cyanine-5 のシグナル強度の平均値が 10 以上であり，P-value が 0.05 以下である遺伝子
の中で発現抑制された上位 50 遺伝子を示す． 
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表 7．CRCT 発現抑制形質転換イネにおいて有意に発現促進された上位 50 遺伝
子． 
Rank Discription RAP-DB Fold change Signal ave P-value
1 Hypothetical protein. Os07g0511400 689.86 6798.62 0.000 
2 Conserved hypothetical 
protein. 
Os03g0115800 211.87 4345.92 0.000 
3 Conserved hypothetical 
protein. 
Os10g0371600 166.94 3121.52 0.000 
4 Hypothetical protein. Os06g0265100 114.76 231.30 0.000 
5 Conserved hypothetical 
protein. 
Os01g0692400 112.31 187.29 0.000 
6 Glycine-rich protein precursor. Os07g0511100 75.47 553.50 0.001 
7 Conserved hypothetical 
protein. 
Os02g0772100 50.11 118.70 0.001 
8 Conserved hypothetical 
protein. 
Os07g0122000 41.09 351.54 0.000 
9 Conserved hypothetical 
protein. 
Os05g0296200 40.56 59.77 0.000 
10 Zn-finger, Dof type domain 
containing protein. 
Os02g0252400 19.30 41.30 0.003 
11 Conserved hypothetical 
protein. 
Os04g0677000 12.72 30.95 0.000 
12 Nonaspanin (TM9SF) family 
protein. 
Os08g0288400 10.67 17.54 0.048 
13 Conserved hypothetical 
protein. 
Os03g0383100 10.26 15.39 0.000 
14 Non-protein coding transcript, 
unclassifiable transcript. 
Os04g0397800 10.17 16.33 0.001 
15 Hypothetical protein. Os06g0261300 9.93 89.51 0.000 
16 Hypothetical protein. Os11g0514800 9.48 22.49 0.017 
17 Conserved hypothetical 
protein. 
Os05g0124700 9.27 18.25 0.000 
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18 (No Hit) Os08g0316400 8.52 2032.25 0.001 
19 Conserved hypothetical 
protein. 
Os07g0442800 8.40 29.44 0.003 
20 (No Hit) Os03g0446000 8.30 2066.08 0.002 
21 (No Hit) Os07g0229600 8.11 2060.17 0.002 
22 Conserved hypothetical 
protein. 
Os06g0273400 8.00 22.29 0.003 
23 (No Hit) Os04g0575900 7.99 2079.15 0.002 
24 Conserved hypothetical 
protein. 
Os04g0115200 7.62 30.34 0.002 
25 Conserved hypothetical 
protein. 
Os07g0573000 7.61 18.92 0.019 
26 (No Hit) Os02g0209900 7.59 11.79 0.002 
27 Conserved hypothetical 
protein. 
Os01g0210300 7.58 20.70 0.013 
28 Peroxidase 1. Os07g0639400 7.58 12.32 0.002 
29 (No Hit) Os01g0225700 7.47 18.72 0.001 
30 miRNA osa-miR169n 7.34 13.15 0.000 
31 Alpha-amylase/subtilisin 
inhibitor (RASI). 
Os04g0526600 7.28 19.85 0.002 
32 Legume lectin, beta domain 
containing protein. 
Os04g0141400 7.13 12.07 0.019 
33 Conserved hypothetical 
protein. 
Os11g0579100 6.97 16.75 0.035 
34 PR1a protein. Os07g0124900 6.77 750.77 0.003 
35 Xyloglucan 
6-xylosyltransferase (EC 
2.4.2.39) (AtXT1). 
Os12g0149300 6.58 13.64 0.001 
36 Hypothetical protein. Os05g0330100 6.39 14.32 0.000 
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37 Oleosin Zm-I (Oleosin 16 
kDa) (Lipid body-associated 
major protein) (Lipid 
body-associated protein L3). 
Os04g0546500 6.39 13.85 0.004 
38 Protein of unknown function 
DUF1264 family protein. 
Os05g0569500 6.31 25.10 0.020 
39 miRNA osa-miR169f 6.29 22.41 0.035 
40 GRF zinc finger domain 
containing protein. 
Os03g0164200 6.27 10.50 0.002 
41 Hypothetical protein. Os05g0580100 6.23 12.13 0.034 
42 Hypothetical protein. Os04g0168300 6.12 10.64 0.000 
43 Chalcone synthase J (EC 
2.3.1.74) 
(Naringenin-chalcone synthase 
J). 
Os05g0212900 6.04 15.05 0.040 
44 Nitrilase/cyanide hydratase 
and apolipoprotein 
N-acyltransferase domain 
containing protein. 
Os06g0205800 5.89 12.98 0.003 
45 (No Hit) Os11g0491900 5.85 13.04 0.022 
46 (No Hit) Os04g0607800 5.67 12.49 0.021 
47 Conserved hypothetical 
protein. 
Os06g0200800 5.66 21.26 0.003 
48 miRNA osa-miR395e 5.54 11.92 0.003 
49 Glycoside hydrolase, family 1 
protein. 
Os09g0511900 5.52 28.85 0.045 
50 Allyl alcohol dehydrogenase. Os12g0227400 5.52 10.45 0.048 
遺伝子番号は Rice Annotation Project Database RAP-DB (http://rapdb.dna.affrc.go.jp/) に準
じた．CRCT 発現抑制形質転換イネの葉鞘のマイクロアレイ解析において，Cyanine-3，
Cyanine-5 のシグナル強度の平均値が 10 以上であり，P-value が 0.05 以下である遺伝子
の中で発現促進された上位 50 遺伝子を示す． 
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表 8．CRCT 発現抑制形質転換イネにおいて有意に発現抑制された上位 50 遺伝
子． 
Rank Discription RAP-DB Fold change Signal ave P-value
1 (No Hit) Os03g0323700 0.09 27.95 0.000 
2 Peptidase S10, serine 
carboxypeptidase family protein.
Os11g0461000 0.12 61.85 0.004 
3 Pectinesterase family protein. Os03g0399000 0.13 25.22 0.000 
4 Heat shock protein 26. Os03g0245800 0.14 453.61 0.037 
5 Glucose-1-phosphate 
adenylyltransferase large subunit 
1, chloroplast precursor (EC 
2.7.7.27) (ADP-glucose 
synthase) (ADP-glucose 
pyrophosphorylase) (AGPASE 
S) 
(Alpha-D-glucose-1-phosphate 
adenyl transferase) (BEPL). 
Os05g0580000 0.18 7855.33 0.000 
6 Cytochrome P450 family 
protein. 
Os10g0524700 0.21 178.49 0.000 
7 CCT domain containing protein. Os05g0595300 0.22 1562.09 0.000 
8 Hypothetical protein. Os12g0117700 0.25 23.68 0.036 
9 Ankyrin repeat containing 
protein. 
Os05g0124000 0.25 11.83 0.026 
10 Retrotransposon gag protein 
family protein. 
Os08g0315200 0.26 12.16 0.002 
11 Hypothetical protein. Os11g0294300 0.28 10.10 0.000 
12 Alpha-1,4 glucan phosphorylase, 
L-1 isozyme, chloroplast 
precursor (EC 2.4.1.1) (Starch 
phosphorylase L-1). 
Os03g0758100 0.30 7151.93 0.000 
13 Hypothetical protein. Os02g0452900 0.31 11.48 0.003 
      
58 
14 TPR-like domain containing 
protein. 
Os08g0481000 0.31 23.78 0.001 
15 Anthocyaninless2. Os08g0136100 0.33 10.58 0.000 
16 Terpene synthase-like domain 
containing protein. 
Os04g0344100 0.33 228.65 0.018 
17 Caffeic acid O-methyltransferase 
(EC 2.1.1.6). 
Os04g0175600 0.35 535.17 0.004 
18 Zn-finger, CCHC type domain 
containing protein. 
Os06g0583500 0.36 106.39 0.000 
19 Hypothetical protein. Os10g0146300 0.36 10.42 0.003 
20 Conserved hypothetical protein. Os01g0339500 0.36 20.40 0.001 
21 Conserved hypothetical protein. Os09g0256700 0.36 34.58 0.005 
22 Granule-bound starch synthase I, 
chloroplast precursor (EC 
2.4.1.21) (GBSS I). 
Os07g0412100 0.37 363.17 0.002 
23 Hypothetical protein. Os11g0626700 0.37 33.04 0.010 
24 Zn-finger, CCHC type domain 
containing protein. 
Os02g0552700 0.37 174.30 0.003 
25 Branching enzyme-I precursor 
(Starch-branching enzyme I). 
Os06g0726400 0.37 3188.19 0.000 
26 S-adenosyl-L-methionine: 
beta-alanine 
N-methyltransferase (Fragment).
Os04g0176200 0.37 18.04 0.000 
27 Hypothetical protein. Os11g0692700 0.38 14.47 0.002 
28 Non-protein coding transcript, 
unclassifiable transcript. 
Os01g0261000 0.38 10.06 0.001 
29 Conserved hypothetical protein. Os01g0507400 0.38 15.80 0.001 
30 Conserved hypothetical protein. Os10g0445700 0.38 11.62 0.007 
31 ADP-glucose pyrophosphorylase 
small subunit. 
Os09g0298200 0.39 11693.51 0.000 
32 Hypothetical protein. Os06g0322400 0.40 21.54 0.009 
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33 Peptidase C1A, papain family 
protein. 
Os09g0381400 0.40 10.53 0.001 
34 Transferase family protein. Os02g0484600 0.40 10.13 0.005 
35 Transposase, IS4 family protein. Os10g0143400 0.41 313.31 0.001 
36 Cellular 
retinaldehyde-binding/triple 
function, N-terminal domain 
containing protein. 
Os07g0456500 0.41 11.32 0.021 
37 Autophagy protein Apg6 family 
protein. 
Os03g0258500 0.41 30.62 0.008 
38 Pectate lyase/Amb allergen 
family protein. 
Os06g0584000 0.42 10.53 0.001 
39 OsPK4. Os01g0206300 0.42 10.04 0.008 
40 Lipase, class 3 family protein. Os01g0900400 0.42 20.02 0.010 
41 Hypothetical protein. Os08g0233500 0.42 10.77 0.003 
42 Hypothetical protein. Os04g0489900 0.42 139.56 0.000 
43 Phospholipase D nu-2 
(Fragment). 
Os02g0120200 0.42 10.37 0.004 
44 Cold acclimation protein 
COR413-TM1. 
Os05g0566800 0.42 1970.85 0.002 
45 Hypothetical protein. Os12g0406000 0.43 229.87 0.002 
46 Conserved hypothetical protein. Os02g0253700 0.43 13.04 0.012 
47 Starch debranching enzyme. Os04g0164900 0.43 64.29 0.000 
48 Heat shock protein DnaJ family 
protein. 
Os08g0374400 0.44 18.58 0.004 
49 Caffeic acid 
3-O-methyltransferase (EC 
2.1.1.68) (S-adenosysl-L- 
methionine:caffeic acid 
3-O-methyltransferase) (COMT) 
(CAOMT). 
Os04g0176100 0.44 195.11 0.010 
50 miRNA osa-miR535 0.44 10.48 0.012 
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遺伝子番号は Rice Annotation Project Database RAP-DB (http://rapdb.dna.affrc.go.jp/) に準
じた．CRCT 発現抑制形質転換イネの葉鞘のマイクロアレイ解析において，Cyanine-3，
Cyanine-5 のシグナル強度の平均値が 10 以上であり，P-value が 0.05 以下である遺伝子
の中で発現抑制された上位 50 遺伝子を示す． 
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考察 
 
 高 CO2条件下で発現促進される CRCT は，イネの栄養器官におけるデンプン合成を制
御する重要な遺伝子であることが明らかとなった．デンプンは AGPase が触媒するデン
プン合成の基質となる ADP-グルコースの合成, SS による α-1, 4 グルカン鎖の伸長, BE
による分枝の過程を経て合成される．その中でも AGPase が触媒するグルコース-1-リン
酸と ATP から ADP-グルコースとピロリン酸を生成する反応は律速段階であることが
知られている (Ballicora et al., 2004)．これらの酵素に加え，GPT はデンプン合成に必要
なグルコース-6-リン酸をプラスチド内に輸送する働きを担っており，デンプン合成に
重要なタンパク質である．イネでは，これらのデンプン合成に関わる遺伝子は多重遺伝
子族を形成しており，合計で 21 遺伝子あると見積もられている．これらの遺伝子は発
現の器官特異性により，2 つのグループに分けることができる．１つ目は主に胚乳など
の貯蔵器官で発現するグループ，2 つ目は主に葉鞘などの栄養器官で発現するグループ
である (Hirano et al., 2005)．これらの遺伝子のうち，CRCT が発現制御していた OsAGPL1，
OsAGPS1，GPT2，BEIIa は栄養器官で主に発現する遺伝子グループに分類される．さら
に CRCT はグルコース-1-リン酸を基質とし，α-グルカン鎖の非還元末端の伸長反応を
触媒する Pho1 の発現調節にも関与していると考えられる (図 11，12; Dauvillée et al., 
2006; Satoh et al., 2008)．これらのことから，CRCT は主に栄養器官で発現する複数のデ
ンプン合成関連遺伝子の発現を制御することがわかった． 
 いくつかのデンプン合成関連遺伝子の発現は炭素 (糖) と栄養条件によって調節さ
れることが報告されている．例えば，AGPase や GBSS の遺伝子発現はスクロースやグ
ルコースによって促進され，硝酸によって抑制される (Akihiro et al., 2005; Dian et al., 
2003; Scheible et al., 1997)．本研究において，CRCT の発現はグルコースやスクロースな
どの糖によって発現が促進され，硝酸アンモニウムにより抑制された (図 3C)．つまり
CRCT は，デンプン合成関連遺伝子の C/N 応答に関与していることが示唆された．一方，
CRCT形質転換イネの葉鞘ではスクロース含量とデンプン含量にトレードオフの関係が
認められた (図 7B)．言い換えると，CRCT 高発現形質転換イネではスクロース含量が
低いにも関わらず，デンプン合成関連遺伝子の発現が増加し，デンプンが多量に蓄積し
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ていた．これらの結果からデンプン合成のシグナル伝達経路の中でも，CRCT は下流に
位置していることが示唆される．CRCT は細胞の糖レベルに依存せずに，デンプン蓄積
量を制御できることから CRCT の発現量はイネのデンプン蓄積において非常に重要な
決定因子と言える． 
 イネの胚乳では，RSR1，FLO2，OsEBP-89，OsbZIP58 のようなデンプン合成の調節
因子が特定され，詳細なデンプン合成制御メカニズムが明らかにされつつある (Fu and 
Xue, 2010; She et al., 2010; Wang et al., 2013; Zhu et al., 2003)．しかしながら，栄養器官に
おけるデンプン合成調節メカニズムは，ほとんど不明のままであった．シロイヌナズナ
の葉では， AGPase L3 (APL3) の発現はスクロース特異的に誘導される (Solfanelli et al., 
2006)．シロイヌナズナの葉において，ARM repeat タンパク質様のドメイン構造を持つ
Impaired Sucrose- Induction1 (ISI1) のノックアウト変異体ではAPL3の発現が減少するこ
とが報告されている (Rook et al., 2006)．しかしながら，デンプン含量は必ずしも ISI1
の発現量と相関していなかった．植物では，ヘキソキナーゼによるグルコースのリン酸
化反応が糖シグナル伝達経路に必要であり，ヘキソキナーゼ依存的糖シグナル伝達経路
が多くの光合成関連遺伝子の発現調節で中心的な役割を果たすことが提唱されている 
(Rolland et al., 2001)．しかしながら，AGPase の糖による発現誘導はヘキソキナーゼとは
別の糖シグナル経路によるものだと考えられている (Xiao et al., 2000)．また，CRCT は
リン酸化されるが代謝されない糖である 2-デオキシ-グルコースでは発現促進されない
こと (杉野，2011) から，CRCT の発現はヘキソキナーゼとは別の糖シグナル経路によ
り調節されると考えられる．SnRK1 が介する糖シグナル経路も多くの糖応答性遺伝子
の発現を調節する (Baena-González et al., 2007)．しかし SnRK1 は CRCT とは異なり，糖
欠乏に応答し，糖の付加や光合成の上昇には抑制的な応答をする．つまり，ヘキソキナ
ーゼや SnRK1 はデンプン合成の調節において中心的な働きはしておらず，CRCT との
関係もないと考えられる．よって CRCT はこれまでに報告されていない糖シグナル伝達
経路を通して，栄養器官のデンプン合成を調節する重要な因子であると考えられる． 
 非形質転換イネと CRCT 高発現形質転換イネの比較において，最も顕著な形態的な違
いは株の開帳性であった (図 4)．株の開帳性はイネの草型を決定する重要な形質の 1 つ
で，収量にも影響を与える．イネにおいて，PROG1 や TAC1 といった株の開帳性に関
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係する遺伝子が特定されている (Tan et al., 2008; Yu et al., 2007)．PROG1 は Cys2/Hys2
型ジンクフィンガータンパク質で，芝生のように地に張った草型に関係する (Tan et al., 
2008)．しかし，この形質は明らかに CRCT 高発現形質転換イネとは異なる (図 4)．分
げつ角度の重要な QTL である TAC1 は，分げつ角度を正に制御し，他の形質には影響
を与えない (Yu et al., 2007)．この表現型と株元の不伸長茎部で発現するという器官特異
性は CRCT と一致している (図 5)．つまり，CRCT は TAC1 と相互作用している可能性
がある．しかし，CRCTの発現レベルは TAC1の発現に影響を与えていなかった (図 4C)．
本実験で CRCT 形質転換イネの作出に用いた日本晴などのコンパクトな草型のイネ品
種では，TAC1 の 4 番目のイントロンの 3’-スプライシングサイトに一塩基置換が起きて
いる．そのため，日本晴などのイネ品種では TAC1 は機能していない．つまり，CRCT
は TAC１とは別の機構で株の開帳性を調節していると考えられる．またイネの株の開
帳性に関係する QTL 解析から TAC1 の株の開帳性への寄与率は 47.5%であるが，寄与
率は低いものの他に 4 つの QTL も同定されている (Li et al., 1999)．しかしながら CRCT
は第 5 染色体の末端に位置しており，これら 5 つの QTL とは重複していない．これら
の遺伝子の他に，LAZY1 と LPA1 は，シュートの重力応答に影響を与え，株の開帳性に
影響を与えることが報告されている (Li et al., 2007; Yoshihara and Iino, 2007; Wu et al., 
2013)．LAZY1 はオーキシンの不均等分配を介して重力応答に関わっており，lazy 欠損
変異体では重力感受性が低下し，株の開帳性が増加することが報告されている (Li et al., 
2007; Yoshihara and Iino, 2007)．LPA1 はアミロプラストの沈降速度を調節することでシ
ュートの重力応答性に影響を与え，lpa1 欠損変異体でも同様に株の開帳度が増加する 
(Wu et al., 2013)．重力応答性が減少したこれらの変異体の草型は，葉身や分げつが重力
方向に垂れ，散開した草型となる．CRCT 高発現形質転換イネの草型はこれらのような
重力方向に垂れた草型ではなく，また CRCT の発現量は LAZY1 や LPA1 といった遺伝子
の発現に影響を与えていなかった (図 4C)．これらのことから CRCT は LAZY1 や LPA1
の発現を直接制御していないと考えられた．近年，葉鞘や，重力応答に関わる葉枕でデ
ンプンが蓄積しないイネの agpl1欠損変異体では株の開帳度が増加することが報告され
た (Okamura et al., 2013)．またこの agpl1 欠損変異体では茎部の重力応答性が低下する
ことも報告された (Okamura et al，2015)．CRCT 高発現形質転換イネは agpl1 欠損変異
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体と対照的に葉鞘や葉枕に多くのデンプンを蓄積していた (図 9B)．しかしながら，
agpl1 欠損変異体と同様に株が開き，重力応答性が低下していた (図 4，13)．一般的に
デンプン粒は平衡石として重力応答に関与していると考えられている (Hashiguchi et al., 
2013)．これらの結果から，葉枕におけるデンプン蓄積の極端な増減はイネの重力応答
に影響を与え，株の開帳度が増加すると推察された．しかし，これまでのところ重力応
答と株の開帳性を直接結びつける証拠は得られていない．また，シロイヌナズナのデン
プン過剰蓄積変異体では重力感受性の上昇が報告されている (Vitha et al., 2007)．一方で，
デンプン鞘のデンプン粒が大きくなるシロイヌナズナの arc6 変異体では CRCT 高発現
形質転換イネと同様に重力応答が緩慢になることが報告されている (Yamamoto et al., 
2002)．デンプンの蓄積と重力応答，そして株の開帳性の関係は今後より詳細な解析を
行う必要があるだろう． 
 高 CO2条件下では多くの C3植物でデンプン合成に関わる遺伝子の発現促進と，それ
に伴うデンプン蓄積量の増加が起きる (Ainswarsh and Long, 2005; Fukayama et al., 2009; 
Leakey et al., 2009a; Leakey et al., 2009b)．それらの CO2濃度の上昇に応答した転写や代
謝の変化は，大部分は CRCT の発現変化で説明できる．本研究の結果は，CRCT は高
CO2条件に順化するために重要な調節因子であることを示している．また高 CO2環境下
では籾数が多いタカナリや籾が大きい秋田 63 号といったシンク容量が大きいイネ品種
で収量の増加率が高いことが報告されている (Hasegawa et al., 2013). CRCT は葉鞘な
どの栄養器官のシンク活性を調節することでイネの収量，そして高 CO2条件下での栄養
生長を決定している可能性も考えられる．よって CRCT は今後，イネの生産性の改良を
進めるうえで重要なターゲットとなり得る．さらに CRCT の応用面での利用法で最も注
目すべき点は，CRCT は葉鞘や稈などの非可食部のデンプン蓄積を制御できることであ
り，この性質からバイオ燃料用植物を作出するのに非常に有用な遺伝子であるというこ
とである．これまで報告されてきた多くのデンプン過剰蓄積変異体はデンプン分解や分
解産物を輸送する輸送体に変異が起こり，デンプンが分解されずに蓄積したものであっ
た (Weise et al., 2011)．CRCT を高発現することで起こるデンプン蓄積は複数のデンプン
合成関連遺伝子の発現が促進されたことによるものである．よって CRCT が介するデン
プン合成調節の分子メカニズムの更なる解析や CRCT の発現量を最適化することによ
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って，高収量でかつバイオ燃料としても利用できる次世代型のイネの開発が可能となる
かもしれない． 
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摘要 
 
 高 CO2条件下で発現促進される遺伝子 CO2 Responsive CCT Protein (CRCT) は光合成
産物によって発現誘導されること，様々な器官の維管束で発現することがわかっている
が，その機能の詳細は不明である．本章では CRCT の機能の解明を目的として，CRCT
の発現解析と CRCT 形質転換イネを用いた生理解析を行った． 
 CRCT-GFP 融合タンパク質を用いた CRCT の細胞内局在性の解析から，CRCT は核に
局在すること，また CRCT の C 末端領域に存在する CCT ドメインは核移行性シグナル
として機能することがわかった．リアルタイム PCR 法による発現解析により，CRCT
の発現は高 CO2 処理を始めて 2 日目以降から大気条件下に比べ有意に高くなることが
わかった．また，CRCT の発現は明期の終わりに最も高くなり，暗期の終わりに最も低
くなることもわかった．これまでの研究から CRCT の発現は糖によって促進されること
が報告されていたが，糖による発現促進効果は窒素によって緩和されることがわかった．
高 CO2条件下で植物を育成した場合，植物種に依らず広く認められる現象の１つはデン
プン蓄積量の増加である．そこで CRCT 形質転換イネの様々な部位のデンプン蓄積量を
解析したところ，CRCT 高発現形質転換イネの葉鞘と稈では非形質転換イネに比べ顕著
にデンプン蓄積量が増加した．一方で，CRCT 発現抑制形質転換イネの葉鞘と稈ではほ
とんどデンプンの蓄積が認められなかった． CRCT 形質転換イネの葉鞘における遺伝
子発現変化をマイクロアレイ解析により明らかにしたところ，CRCTの発現量は AGPL1, 
AGPS1, BEI, Pho1 といった複数のデンプン合成関連遺伝子の発現量と相関があること
がわかった．これらの結果から，CRCT は光合成産物含量を感知して，葉鞘や稈のデン
プン合成を制御する転写因子様タンパク質であることが明らかとなった． 
 CRCT 形質転換イネの生育は非形質転換イネと大きな差異は認められなかったが，
CRCT高発現形質転換イネでは非形質転換イネよりも顕著に株が開帳することがわかっ
た．株の開帳性は重力応答との関係が指摘されているため CRCT 形質転換イネの重力
感受性を解析したところ，CRCT 高発現形質転換イネでは非形質転換イネに比べて重力
感受性が低下していた．よって，CRCT 高発現形質転換イネでは葉枕にデンプン粒が過
剰に蓄積したため重力感受性が低下し，開帳性が増したと考えられた． 
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第 2 章 
高 CO2条件下で発現促進される CRCT の発現量が高 CO2条件下にお
けるイネの光合成と生育に与える影響の解析 
 
 第 1 章により，高 CO2条件下で発現促進される遺伝子 CRCT はイネ葉鞘におけるデン
プン合成を制御する転写因子様タンパク質であることがわかった．しかしながら，これ
までの解析では CRCT が高 CO2 条件下で発現促進される生物学的な意義は解明されて
いない．そこで本章では CRCT 高発現形質転換イネと CRCT 発現抑制形質転換イネを大
気 CO2条件 (38 Pa) と高 CO2条件 (100 Pa) で育成し，CRCT の発現量が高 CO2条件下
におけるイネの光合成や生育に与える影響を解析した． 
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材料と方法 
 
2-1 供試材料  
 1-2 と同様の方法で CRCT 高発現形質転換イネ，CRCT 発現抑制形質転換イネ，非形
質転換イネ (Oryza sativa L. cv. Nipponbare) を育成した．播種後 12 日目に植物体を 0.15 
g N に相当する化成肥料 (N:P:K = 8:8:8)，0.15 g の微量要素，2 g のケイ素 を含む赤玉
土 (Green Plan) が満たされた 500 mL プラスティックカップ (アズワン) に移植し，光
強度と CO2濃度を制御できる人工気象器 (NC-350HC-INSS;日本医科器械製作所) 内で
育成した．栽培条件は CO2濃度 38 Pa (大気 CO2条件) と 100 Pa (高 CO2条件) ，明期 14 
h で気温 30°C，暗期は 10 h で気温 23°C とし 1 日を通して湿度は 70%に設定した． 
 
2-2 可溶性糖含量とデンプン含量の測定 
 第 9 葉の葉身展開中の個体の第 7 葉の葉鞘を，新鮮重を測定後サンプリングし，可溶
性糖とデンプン含量の測定に用いた．また，第 3-8 葉鞘をサンプリングし，デンプンの
蓄積量をヨウ素デンプン反応により解析した．可溶性糖含量とデンプン含量の測定，ヨ
ウ素デンプン反応による葉鞘の染色は 1-5 の方法で行った． 
 
2-3 光合成速度の測定 
異なる CO2条件下で育成した CRCT 形質転換イネについて光合成速度の CO2濃度依
存性を測定した．8.2 葉齢の個体の第 8 葉の葉身について，携帯型光合成測定装置 
(LI-6400; LI-COR) を用いてガス交換速度を測定した．測定条件は，基本的には O2濃度
21％，葉温 28°C，光量子束密度 1,500 μmol m-2 s-1，飽差 (VPDL) 約 1.0 kPa で行った．
また CO2濃度については，4.5-88 Pa の 9 段階の異なる CO2分圧のガスチャンバーに送
ることにより光合成速度の測定を行った．なお，CO2分圧は高い条件から低い条件に移
行する方向で測定を行なった．最大カルボキシレーション速度 (Vcmax) の算出は von 
Caemmerer and Farquhar (1981) のモデル式を用いて算出した．また，最大電子伝達速度 
(Jmax) は Ishikawa et al, (2011) の方法を参考に算出した． 
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2-4 葉内成分の解析 
2-4-1 サンプリング 
 光合成の測定が終わった個体について，明期の終わりに，第 8 葉葉身を 2 分割し葉面
積を測定した後に液体窒素で凍結させ，-80°C で保存した．2 分割した一方の葉身は
Rubisco 含量，可溶性タンパク質含量，クロロフィル含量，窒素含量の測定に用いた．
また，もう一方の葉身は可溶性糖含量とデンプン含量の測定に用いた． 
 
2-4-2 窒素含量，クロロフィル含量，可溶性タンパク質含量，Rubisco 含量の測定 
 乳棒と乳鉢を共に冷蔵庫であらかじめ冷却した．乳鉢にタンパク質抽出バッファー 
(50 mM Na-phosphate, 5 mM dithiothreitol, 5% (w/v) glycerol, pH 7.0) を 2 mL 加え，氷上で
乳鉢と乳棒で葉身を磨砕した．そのうち 1 mL を窒素含量の測定，200 μL をクロロフィ
ル含量の測定，残り 800 μL をタンパク質含量と Rubisco 含量の測定に用いた． 
 
2-4-3 窒素含量の測定 
 磨砕液 1 mLをサリチル酸-硫酸 (6 gのサリチル酸を 180 mLの濃硫酸に溶解) を 1 mL
を加えた試験管に入れ，よく混合し，栓をして 1 晩おいた．加熱直前に約 50 mg 無水チ
オ硫酸ナトリウムを加えて約 10 分間加熱した．冷却し再加熱する直前に冷却した 30%
過酸化水素水を 0.3 mL 加えた．分解液が透明になるまで過酸化水素を入れて加熱する
操作を繰り返した．溶液が透明になった後，白煙が発生しない程度の温度で 1 時間加熱
した．その後 50°C に設定した乾燥機で 1 晩おいた． 
 インドフェノール法にてサンプルの窒素濃度を測定した (西川，2011)．島津紫外可
視分光光度計 (UV-1800; SHIMADZU) を用いて 625 nm の吸光度を測定した． 
 
2-4-4 クロロフィル含量の測定 
 磨砕液 200 μL をアセトン 800 μL が入った 1.5 mL チューブに移し，冷暗所で沈殿か
ら完全に色素が抜けるまで保存した．得られた上澄みを用いて 1-4 の方法でクロロフィ
ル含量を測定した． 
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2-4-5 可溶性タンパク質含量の測定 
 磨砕液を 15,000 rpm，4°C で 5 分間遠心分離した．上澄みを新しいチューブに回収し，
タンパク質抽出液とした．上澄みの一部を用いて，1-6 の方法により可溶性タンパク質
含量を計算した． 
 
2-4-6 Rubisco 含量の測定 
 Rubisco の定量は[14C]- 2-カルボキシアラビニトール 1、5-ビスリン酸 (CABP) を用い
て，Mate et al. (1996) の方法に若干の改良を加えて測定した．1.5 mL チューブに 113 μL
の Pre-CABP total buffer (50 mM Bicine-NaOH, 20 mM MgCl2, 1 mM EDTA, pH 7.8), 7.8 μL
の 250 mM NaHCO3を加え CABP total buffer とした．ここに 10 μL の 0.4 mM [14C]-CABP，
45 μL のタンパク質抽出液を加え，穏やかに撹拌し室温で 45 分間置いた．その後 25 μL
の 20 mg mL-1カゼインと 100 μL の 60% (w/v) PEG4000 を加え，十分に撹拌して氷上に
30 分間置き，Rubisco を沈殿させた．そして，13,000 rpm，4°C で 15 分間遠心分離し沈
殿を回収した．その沈殿を 500 μL の緩衝液 (50 mM Biocine-NaOH, 15 mM MgCl2, 1 mM 
EDTA, 20% (w/v) PEG4000, pH 7.8)で 3 回洗浄した．1 回目の洗浄の時のみ，超音波洗浄
機を用いて沈殿を再懸濁した．得られた沈殿を 200 μL の 0.1N NaOH に溶かし，シンチ
レーションバイアルに移した．3 mL のシンチレーションカクテル (ACSII; Amersham) 
を加えて撹拌し一晩置いた．翌日，液体シンチレーション測定装置 (LS-6500; Beckman) 
で放射活性を測定した． 
 
2-4-7 可溶性糖含量とデンプン含量の解析 
 可溶性糖含量とデンプン含量の測定を 1-5 と同様の方法で行った． 
 
2-5 透過型電子顕微鏡による葉緑体内のデンプン粒の観察 
2-5-1 供試材料 
 2-1 の方法で育成した 8.6 葉齢期のイネの第 8 葉身を解析に用いた．  
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2-5-2 サンプルの調整 
 サンプルの調整や透過型電子顕微鏡を用いた解析は Marutani et al. (2014) の方法によ
り行った．組織を潰さないように葉身をカミソリで 1 mm2ほどの小さい切片に切り分け，
前固定液 (2.5%グルタールアルデヒド，0.1 M Na-phosphate) が入ったバイアルに移し，
10 分間撹拌した．その後前固定液を入れ替え，この操作を 3 回繰り返した．固定液 (1%
四酸化オスミウム) に移し，4°C で 1 時間置き固定した．蒸留水で良く洗浄した後，固
定したサンプルを50, 70, 90% (v/v) エタノールで20分ごと処理し，最後に100% (v/v) エ
タノールで脱水した．脱水後のサンプルをプロピオンオキサイド中に移し，10 分間室
温で置いた．さらにプロピオンオキサイド : Spurr 樹脂溶液 (1 : 1, Spurr 1969) に移し，
3 時間室温で置いた．その後 Spurr 樹脂に 3 日間，4°C の条件下で浸漬させた．サンプ
ルを鋳型に移し，オーブンで 24 時間 70°C で加温し包埋した． 
 
2-5-3 超薄切片の作製 
 サンプル樹脂からウルトラミクロトーム (Porter-Blum MT-1 Ultra Microtome; 
Microtome Service Company) とダイヤモンドナイフ (Diatome) を用いて厚さ 80 nmの超
薄切片を作製した．超薄切片は 4%酢酸ウラン水溶液で染色した後，佐藤氏混合鉛液 
(Sato et al. 1967) でさらに後染色した． 
 
2-5-4 透過型電子顕微鏡による観察 
 染色した超薄切片を透過型電子顕微鏡 (JEM-1400 electron microscope; JEOL) を用い
て加速電圧 75 kV の条件で観察した． 
 
2-6 生長解析 
 播種後 8 日ごとに草丈，葉齢，分げつ数を測定した．播種後 40 日目に葉身，葉鞘 (茎) ，
根にと分けて組織を採取し，80°C で 3 日間乾燥させた．その後，各部位の乾物重を電
子天秤 (GX-400; AND) で測定した． 
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結果 
 
 第１章の結果より，CRCT の発現量はイネ葉鞘のデンプン含量と高い正の相関がある
ことが明らかとなった．しかしながら，その関係に及ぼす高 CO2処理の効果は明らかと
なっていない．そこでまず初めに，CRCT 形質転換イネを大気 CO2条件と高 CO2条件で
育成し，葉鞘の可溶性糖とデンプン含量の解析を行なった (図 14)．大気 CO2条件下で
育成した場合，CRCT 高発現形質転換イネのフルクトース含量は非形質転換イネに比べ
有意に減少していた．また，高 CO2条件下で育成した場合，CRCT 発現抑制形質転換イ
ネのスクロース含量は非形質転換イネに比べ有意に減少した．しかしながら，全体とし
て CRCT の発現量は大気 CO2 条件下で育成した場合も，高 CO2 条件下で育成した場合
も葉鞘の可溶性糖含量に大きな影響及ぼさないことがわかった．一方で，大気 CO2条件
下で育成した場合も高 CO2条件下で育成した場合も，CRCT 高発現形質転換イネの葉鞘
のデンプン含量は非形質転換イネに比べ有意に増加し，CRCT 発現抑制形質転換イネで
は有意に減少した (図 14A)．次に，それぞれの系統の第 3 葉から第 8 葉の葉鞘のデン
プン蓄積量をヨウ素デンプン反応により解析した (図 14B)．葉鞘のデンプン蓄積は基部
から先端に向かっておこる．大気 CO2条件下で育成した CRCT 高発現形質転換イネの葉
鞘では，葉鞘全体が黒紫色に染色されデンプンが葉鞘全体で蓄積していることがわかっ
た．一方で，CRCT 発現抑制イネではほとんど葉鞘が染色されなかった．また，高 CO2
条件下で育成した場合は，全ての系統でデンプン蓄積量が大気 CO2条件下で育成した場
合に比べ高くなったが，デンプン蓄積のパターンは大気 CO2条件下で育成した場合と同
様であった (図 14B)．以上の結果から，CRCT は CO2条件に関係なく葉鞘のデンプン蓄
積に影響を与えることがわかった． 
 CRCT 形質転換イネを大気 CO2条件下と高 CO2条件下で育成し，葉身の光合成速度を
解析した．葉内 CO2分圧に対する光合成速度を図 15 に示す．大気 CO2条件下で育成し
た場合は，CRCT 形質転換イネと非形質転換イネの光合成速度に差は認められなかった 
(図 15A)．しかしながら，高 CO2条件下で育成した場合は CRCT 高発現形質転換イネの
光合成速度は非形質転換イネに比べ高く，CRCT 発現抑制形質転換イネでは低くなった 
(図 15A)．特に CRCT 高発現形質転換イネでは非形質転換イネに比べ葉内 CO2分圧が 20 
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Pa 以上で光合成速度が高い傾向を示したのに対し，CRCT 発現抑制形質転換イネでは葉
内 CO2分圧によらず光合成速度が低下していた．それらのデータを用いて，最大カルボ
キシレーション速度 (Vcmax) と最大電子伝達速度 (Jmax) を算出した (図 15B)．大気 CO2
条件下で育成した場合は，CRCT 形質転換イネと非形質転換イネの Vmaxに差は認められ
なかったが，高 CO2条件下で育成した場合の CRCT 発現抑制形質転換イネの Vcmaxは非
形質転換イネに比べ有意に減少していた (図 15B)．また，CRCT 高発現形質転換イネの
Jmaxは，高CO2条件下で育成した場合のみ非形質転換イネに比べ高くなった．一方，CRCT
発現抑制形質転換イネのJmaxは育成したCO2条件に関係なく非形質転換イネに比べ減少
した．これらの結果により，CRCT の発現量は光合成に劇的な影響を与えるわけではな
いが，高 CO2 条件下で育成した場合のみ CO2 固定や電子伝達系の能力に影響を与える
ことがわかった． 
 光合成速度の測定を行なった葉身を用いて，窒素，可溶性タンパク質，Rubisco，ク
ロロフィル含量の解析を行った (図 16A)．大気 CO2条件下で育成した場合，CRCT 形質
転換イネのそれらの含量は非形質転換イネと同程度であった．高 CO2条件下で育成した
場合は，それらの含量は非形質転換イネに比べ CRCT 形質転換イネでは全般的に減少傾
向を示し，その傾向は CRCT 高発現形質転換イネに比べ CRCT 発現抑制形質転換イネの
方が大きかった (図 16A)．これらの結果から，CRCT の発現レベルは窒素含量，可溶性
タンパク質含量，Rubisco 含量，クロロフィル含量に直接的な影響を与えないが，高 CO2
条件で育成した場合は特に CRCT の発現レベルが低いとそれらの含量が減少すること
がわかった．次に，葉身の可溶性糖とデンプン含量の測定を行った (図 16B)．大気 CO2
条件下で育成した場合は，CRCT 高発現形質転換イネの可溶性糖含量は非形質転換イネ
に比べ減少傾向にあったが，デンプン含量に差異は認められなかった．高 CO2条件下で
育成した場合に可溶性糖含量の減少傾向は顕著で，CRCT 高発現形質転換イネのグルコ
ース，フルクトース，スクロース含量は非形質転換イネに比べ有意に低下していた．
CRCT 発現抑制形質転換イネにおいても可溶性糖とデンプン含量は，大気 CO2条件下で
育成した場合は非形質転換イネとの間に差異は認められなかった．しかしながら，高
CO2条件下で育成した場合は，CRCT 発現抑制形質転換イネの光合成産物含量は顕著に
非形質転換イネよりも高くなり，特にグルコース，デンプン含量は有意に増加した (図
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16B)．さらに透過型電子顕微鏡を用いて，葉緑体内のデンプン粒の蓄積状況を解析した 
(図 17)．大気条件におけるデンプン粒の蓄積は，系統間で差異は認められなかったが，
高 CO2 条件下で育成した CRCT 発現抑制形質転換イネでのみデンプン粒の数の増加が
観察された．さらにデンプン粒の葉緑体占有率を解析したところ，予想通り高 CO2条件
下で育成した CRCT 発現抑制形質転換イネの占有率が非形質転換イネに比べ有意に高
くなった (図 18)．以上の結果から，大気 CO2条件下では CRCT の発現量は葉身のデン
プン含量に影響を与えないが，高 CO2条件下では葉鞘の場合とは逆に CRCT の発現量は
デンプン含量と負の相関があることがわかった． 
 CRCT 形質転換イネを大気 CO2条件または高 CO2条件で育成し，8 日ごとに草丈，葉
齢，分げつ数を解析した (図 19)．育成した CO2条件に関わらず，草丈と葉齢は系統間
での差異は認められなかった．しかし，CRCT 発現抑制形質転換イネの分げつ数は育成
した CO2条件に関係なく非形質転換イネよりも増加する傾向があった．また CRCT 高発
現形質転換イネを高 CO2条件下で育成した場合は，播種後 24 日目以降は分げつ数が減
少傾向を示した．次に播種後 40 日目の植物個体を用いて，葉身，葉鞘，根の乾物重を
解析した (図 20)．育成した CO2 条件によらず，CRCT 高発現形質転換イネでは全ての
部位の乾物重が非形質転換イネに比べて明らかに減少した (図 20)．一方で，CRCT 発
現抑制形質転換イネの乾物重は非形質転換イネとの間に差異は認められなかった．以上
の結果から，CRCT の発現量はイネの分げつ数や乾物生産に影響を与えることがわかっ
た． 
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図 16. CRCT 形質転換イネの葉身の葉内成分含量． 
A，窒素，可溶性タンパク質，Rubisco，クロロフィル含量．B，グルコース，フルクトース，
スクロース，デンプン含量．CRCT形質転換イネを大気CO2条件下 (38 Pa) と高CO2条件下 (100 
Pa) で育成し，光合成速度を測定した葉身を明期の終わり頃にサンプリングし解析に用いた．
T 検定により p 値を算出した．データは平均値と標準偏差を示す (n=5)．*，**はそれぞれ 5%，
1%水準で非形質転換イネとの間に有意差があることを示す．NT, 非形質転換イネ; Ox, CRCT
高発現形質転換イネ; RNAi, CRCT 発現抑制形質転換イネ．  
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図 18．葉緑体に占めるデンプン粒の割合． 
10 個以上の葉緑体の電子顕微鏡写真から格子法により葉緑体に占めるデンプン粒の
割合を算出した．T 検定により p 値を算出した．データは平均値と標準偏差を示す 
(n≧10)．**は 5%水準で非形質転換イネとの間に有意差があることを示す．NT, 非形
質転換イネ; Ox, CRCT 高発現形質転換イネ; RNAi, CRCT 発現抑制形質転換イネ．  
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図 20．高 CO2条件下で育成した CRCT 形質転換イネの組織ごとの乾物重． 
CRCT 形質転換イネを大気 CO2条件下 (38 Pa) と高 CO2条件下 (100 Pa) で 40 日間育
成し，葉身，葉鞘，根の乾物重を測定した．T 検定により p 値を算出した．**は 1%
水準で非形質転換イネとの間に有意差があることを示す．データは平均値と標準偏差
を示す．NT, 非形質転換イネ; Ox, CRCT 高発現形質転換イネ; RNAi, CRCT 発現抑制形
質転換イネ．  
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考察 
 
 第 2 章では育成する CO2条件に関係なく，CRCT の発現量は葉鞘のデンプン含量を制
御できることを明らかにした (図 14)．しかし，葉身では葉鞘のような CRCT の発現量
とデンプン含量の正の相関は認められず，CRCT 発現抑制形質転換イネを高 CO2条件下
で育成すると逆に非形質転換イネよりも顕著にデンプン含量が高くなった (図 16B, 17)．
このことから CRCT のデンプン含量に及ぼす効果は，葉鞘と葉身で異なることがわかっ
た．さらに CRCT 形質転換イネの光合成速度を解析したところ，高 CO2条件下で育成し
た場合は CRCT 高発現形質転換イネの光合成速度は非形質転換イネに比べ高い傾向を
示し，CRCT 発現抑制形質転換イネでは低くなった (図 15)．それらのことから CRCT
は葉鞘のデンプン蓄積量を制御することによって，葉身の光合成能力を決めるシンク-
ソースのバランス調節に働く遺伝子であることがわかった． 
 上述したように，CRCT の発現量は葉鞘のデンプン含量と正の相関がある (図 14)．
それとは対照的に，CRCT の発現量は葉身のデンプン含量と負の相関が認められた (図
16)．CRCT の葉鞘と葉身のデンプン含量への効果の違いは，葉鞘と葉身のデンプン合
成制御メカニズムが異なることに起因すると考えられる．デンプンは AGPase，SS，BE，
DBE，Pho1 といった酵素が協調的に働くことによって生合成される (Fujita, 2014)．イ
ネではこれらのデンプン合成関連酵素はジーンファミリーを形成しており，発現の組織
特異性によって分類できる (Ohdan et al., 2005; Hirose et al., 2006)．CRCT はそれらの酵
素のうち OsAGPS1, OsAGPL1, BEIIa といった特に葉鞘で発現が高い酵素の発現を制御
する (図 11)．それらの葉鞘タイプの酵素に加えて，CRCT は胚乳で特に発現が高い BEI, 
Pho1, PUL といった酵素の発現も葉鞘で制御する(図 11)．一方で，CRCT 形質転換イネ
の葉身を用いたマイクロアレイ解析では，CRCT の発現量はデンプン合成関連酵素の発
現にほとんど影響を与えなかった (図 6)．しかしながら例外があり，CRCT 発現抑制形
質転換イネの葉身では OsAGPL1 の発現量が大きく減少していた (図 6)．OsAGPL1 は葉
鞘のデンプン合成に中心的な役割を担うが，葉身のデンプン合成にはほとんど寄与して
いないことが OsAGPL1 欠損変異体を用いた解析により報告されている (Okamura et al., 
2015)．つまり，CRCT は葉鞘のデンプン合成を直接的に制御することができるものの，
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葉身のデンプン合成は直接的に制御できないと考えられる．よって，CRCT 発現抑制形
質転換イネを高 CO2条件下で育成した場合，非形質転換イネよりも葉身のデンプン含量
が増加したのは，葉鞘においてデンプンが合成できないため，間接的に葉身にデンプン
を高蓄積したものと考えられる． 
 高 CO2条件下で育成した場合，CRCT 高発現形質転換イネの光合成速度は増加傾向を
示し，CRCT 発現抑制形質転換イネの光合成速度は減少傾向を示した (図 15)．イネに
おいて，高 CO2 条件下における光合成のダウンレギュレーションは葉面積あたりの
Rubisco 含量の低下を引き起こす窒素含量の低下に起因するものと考えられている 
(Makino and Mae, 1999)．本研究では，大気 CO2条件下で育成した CRCT 形質転換イネの
窒素含量，Rubisco 含量，光合成速度は非形質転換イネと同程度であった．さらに，杉
野 (2011) は CRCT 形質転換イネの葉身を用いたマイクロアレイ解析により CRCT の発
現量は一次代謝に関わる遺伝子の発現に影響を与えないことを報告している．それらの
ことから，CRCT は直接葉身の窒素や Rubisco といった成分含量に影響を与えないと推
察される．しかしながら高 CO2条件下で育成する場合，CRCT 形質転換イネの窒素含量
やクロロフィル含量は非形質転換イネに比べ減少し，特に CRCT 発現抑制形質転換イネ
ではその程度が CRCT 高発現形質転換イネに比べ大きい (図 16A)．光合成速度と窒素
含量の関係を見てみると，それらの間には明確な相関は認められない (図 21)．よって，
CRCT形質転換イネで見られた光合成速度の変化は窒素含量の変化によるものではない
と考えられる． 
 高 CO2条件下における光合成のダウンレギュレーションのもう一つの原因として，光
合成産物の葉身における過剰蓄積が考えられる．葉におけるデンプンの蓄積と光合成速
度の減少に相関が認められることがしばしば報告されている (Makino and Mae, 1999)．
インゲンにおいては，その光合成速度の低下は窒素含量や Rubisco 含量の低下を伴わず
起こることが報告されている (Nakano et al., 2000)．高 CO2条件下で植物を育成すると，
葉緑体内にデンプン粒の数が増え，粒のサイズも大きくなることでチラコイド膜を物理
的に圧迫し，チラコイド膜に何らかの損傷を与えグラナ数の減少が起こることが示唆さ
れている (Teng et al., 2006)．それゆえ，デンプンが蓄積すること自体が光合成速度を減
少させる原因ともなり得る．本研究では，光合成速度が減少した高 CO2条件下で育成し
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た CRCT 発現抑制形質転換イネの葉緑体には多くのデンプン粒が蓄積していた (図 17, 
18)．さらに高 CO2 条件下で育成した場合，光合成速度と葉身の非構造性炭水化物含量
の間に負の相関が認められた (図 22)．つまり，本研究における光合成速度の変化には
光合成産物の蓄積が関与している可能性が考えられる．よって CRCT は葉鞘のデンプン
合成能力を制御することで間接的に葉身の光合成産物含量に影響を与え，その結果光合
成速度に影響を与えているものと結論づけられる． 
 高 CO2 条件下では，デンプン含量が増加するのと同様に，生育も旺盛になる 
(Ainsworth and Long, 2005)．高 CO2条件下では，CRCT の発現量とデンプン含量が増加
するので CRCT を高発現することは植物の生育にポジティブな影響を与えることが予
想される．しかしながら，CRCT 高発現形質転換イネでは育成した CO2条件によらず乾
物重は非形質転換イネに比べて大きく減少した (図 20)．さらに高 CO2条件下では分げ
つ数が増加するが，CRCT の発現量と分げつ数には負の相関が認められた (図 19)．つ
まり，高 CO2条件下で起こる生育促進は CRCT の発現量が高くなることによるものでは
ないと考えられる．CRCT 形質転換イネで見られた乾物重や分げつ数の変化の原因とし
て，2 つの可能性が挙げられる．１つ目は，植物の生育とデンプン蓄積の間にはトレー
ドオフの関係があるということである (Sulpice te al., 2009)．葉鞘にデンプンが蓄積しな
い agpl1 変異体では CRCT 発現抑制形質転換イネと同様に分げつ数が増加する 
(Okamura et al., 2015)．つまり，本研究で用いた CRCT 形質転換イネでは，生育とデンプ
ン蓄積の間で炭素利用の競合が起こっている可能性が考えられる．2 つ目は，植物ホル
モンの影響である．高 CO2条件下で植物を育成すると，光合成産物含量の増加に伴いジ
ベレリンやサイトカイニンといった植物ホルモン含量が増加することが報告されてい
る (Teng et al., 2006)．よって CRCT 形質転換イネではデンプン蓄積が変化したことでホ
ルモン代謝が変化し，それが乾物重や分げつ数に影響を与えた可能性も考えられる．一
方で，糖代謝とホルモン代謝はクロスリンクしながら植物の生育に影響を与えることが
報告されている (Paparelli et al., 2013)．植物の生育と糖代謝とホルモン代謝はそれぞれ
独立したものでなく，密接に関わるのでそれらの相互作用も詳細に解析されていくべき
である．  
 これまで多くの研究者が遺伝子組み換え植物の作製により光合成能力の改良を試み
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てきた (Yamori, 2013)．それらの中には光合成能力の改良に成功したという報告はある
ものの，実用レベルでの光合成能力の改良は未だ達成されていない．さらにもし光合成
速度の大幅な増加に成功したとしても，現状の多くの作物では葉に過剰な光合成産物が
蓄積し，高 CO2条件下で育成したのと同様に光合成のダウンレギュレーションが起こる
ことが予測されている．本研究では，遺伝子工学的に CRCT を利用することで，葉鞘の
シンク能力を高め，高 CO2条件下における光合成の改良に成功した (図 14, 15)．植物の
シンク能力の改良を行なった研究例は少ないが，スクロース異性体を蓄積できるサトウ
キビの形質転換体では光合成速度が高くなることが報告されている (Wu et al., 2007)．
つまりシンク能力の改良は，高 CO2条件下で高い光合成速度や収量を示す次世代型作物
を開発するための非常に有効なアプローチの 1 つであると言える．生物工学的な CRCT
の応用は，CO2 固定改良の余地を広げ，さらなる食糧増産を可能にするものであろう． 
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摘要 
 
 CRCT は光合成産物のレベルに応答して葉鞘のデンプン蓄積を制御するが，CRCT が
高 CO2条件下で発現促進される生物的な意義は明らかとなっていない．そこで本章では
CRCT 形質転換イネを用いて CRCT の発現量が高 CO2条件下におけるイネの光合成と生
育特性に及ぼす効果を解析した． 
 大気 CO2 条件下で育成した場合と同様に，高 CO2 条件下で育成した場合でも CRCT
高発現形質転換イネでは葉鞘のデンプン含量が非形質転換イネよりも顕著に高くなり，
CRCT 発現抑制形質転換イネでは低くなった．大気 CO2条件下で育成した CRCT 形質転
換イネの光合成速度は非形質転換イネと同程度であった．しかしながら，高 CO2条件下
で育成した CRCT 高発現形質転換イネでは非形質転換イネに比べ光合成速度が増加す
る傾向があった．一方，高 CO2条件下で育成した CRCT 発現抑制形質転換イネの光合成
速度は非形質転換イネに比べて低下した．大気 CO2条件下で育成した CRCT 形質転換イ
ネでは，葉身の窒素含量，可溶性タンパク質含量，Rubisco 含量，クロロフィル含量は
非形質転換イネと差異は認められなかった．しかし，高 CO2 条件下で育成した CRCT
形質転換イネの葉身では，それらの含量は非形質転換イネよりも減少しており，その減
少の程度は CRCT 発現抑制形質転換イネの方が大きかった．葉身の可溶性糖含量とデン
プン含量は葉鞘の場合とは対照的に， CRCT 高発現形質転換イネでは育成した CO2 条
件に関わらず非形質転換イネよりも低下した．一方で，高 CO2条件下で育成した CRCT
発現抑制形質転換イネの葉身の光合成産物含量は顕著に非形質転換イネよりも増加し
ており，葉緑体内に多くのデンプン粒が蓄積していた．CRCT 形質転換イネの光合成速
度と葉身の窒素含量と光合成産物含量の関係を解析すると，大気 CO2条件下で育成した
場合の光合成速度と窒素含量，光合成産物含量の間には相関が認められなかった．一方
で，高 CO2条件下で CRCT 形質転換イネを育成した場合の光合成速度は，窒素含量とは
相関が認められなかったが，光合成速度は光合成産物含量とは負の相関が認められた． 
CRCT 形質転換イネの草丈や葉齢は育成した CO2条件によらず，非形質転換イネと差異
は認められなかった．しかし，分げつ数は CRCT 発現抑制形質転換イネで増加傾向を示
した．また，育成した CO2濃度に関わらず CRCT 高発現形質転換イネの乾物重は非形質
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転換イネよりも低下し，CRCT 発現抑制形質転換イネの乾物重は非形質転換イネと差が
なかった．これらの結果より，CRCT の発現量は直接イネの光合成に影響を与えるわけ
ではないことがわかった．しかし，高 CO2 条件下でイネを育成する場合は CRCT が制
御する葉鞘のデンプン合成能力が間接的に葉身の光合成産物含量に影響を与え，光合成
速度が変化することが示唆された． 
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第 3 章 
CRCT がデンプン生合成関連酵素の発現と 
デンプンの構造に及ぼす効果 
 
 第 1 章では，高 CO2条件下で発現促進される転写因子様タンパク質 CRCT がイネ葉
鞘においてAGPL1, AGPS1, BEI, PULやPho1など複数のデンプン合成関連遺伝子の発現
調節に関わることを明らかにした．一方で，第 2 章では葉鞘の場合とは対照的に，CRCT
はイネ葉身におけるデンプン合成にはおおよそ関与しないことも明らかにした．本章で
は CRCT の発現量が葉鞘や葉身におけるデンプン合成関連酵素の発現に及ぼす効果を
Native-PAGE/活性染色法で評価するとともに，デンプンの構造等に及ぼす効果について
も解析した． 
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材料と方法 
 
3-1 供試材料 
 1-2 の方法で非形質転換イネ (Oryza sativa L. cv. Nipponbare)，CRCT 高発現形質転換イ
ネ，CRCT 発現抑制形質転換イネを育成し，7.4 葉齢期の個体の第 7 葉身と第 6 葉鞘を
サンプリングし，以下の解析に用いた． 
 
3-2 デンプン合成関連酵素のウエスタンブロット解析 
 葉鞘と葉身からのタンパク質の抽出は 1-6 の方法により行った．同様に，ウエスタン
ブロット解析は 1-6 の方法により行った．SSI, SSIVb, ISA1, PUL, BEI, BEIIa, Pho1 に対
する特異的抗体は秋田県立大学生物資源科学部藤田直子教授により分譲いただいた． 
 
3-3 イネ栄養器官を用いたデンプン合成関連酵素の Native-PAGE/活性染色解析 
3-3-1 ゲルの作成 
 Native-PAGE/活性染色解析は Asai et al. (2014) の方法で行った．SS の Native-PAGE/
活性染色解析の分離ゲルの濃度は 7.5%とし，オイスターグリコーゲン (Type-II; Sigma) 
を 0.8% (w/v)となるように添加した．DBE の Native-PAGE/活性染色解析の分離ゲルの濃
度は 5%とし，ジャガイモのアミロペクチンを 0.4% (w/v) となるように加えた．BE の
Native-PAGE/活性染色解析の分離ゲルの濃度は 5%とし，0.1% (w/v) となるようにオイ
スターグリコーゲン (Type-II; Sigma) を加えた．それぞれの濃縮ゲルの濃度は 3.3%とし
た． 
 
3-3-2 タンパク質の抽出と電気泳動 
 冷凍保存していたサンプルを液体窒素中で乳鉢と乳棒を用いて磨砕し，1.5 mL チュ
ーブに回収し，サンプルの重さを測定した．葉鞘ではサンプルの 0.5 倍量の抽出バッフ
ァー (50 mM imidazol-HCl, 8 mM MgCl2, 12.5% glycerol, 500 mM 2-mercaptoethanol, pH 
7.4)，葉身では 1.5 倍量の抽出バッファーを加えバイオマッシャーでサンプルを磨砕し
た．抽出液を 10,000 gで 5分間遠心分離し，上澄みを回収してタンパク質抽出液とした．
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タンパク質抽出液の半量のサンプルバッファー (0.625 M Tris-HCl, 0.2% bromo phenol 
blue (BPB), 50% glycerol, pH7.0) を加えよく撹拌した． 
 SS の Native-PAGE/活性染色解析には 15 μL，DBE の Native-PAGE/活性染色解析には
12 μL，BE の Native-PAGE/活性染色解析には 15 μL のサンプルをそれぞれゲルにアプラ
イした．BPB のラインが濃縮ゲルを通過するまではゲル一枚あたり 8 mA，それ以降は
15 mA で通電した．電気泳動はクロマトチャンバー内 (4°C) で行なった． 
 
3-3-3 Native-PAGE/活性染色解析の染色 
 SSのNative-PAGE/活性染色解析ではBPBが流れ切ってから45分後に通電を止めた．
洗浄液 (0.5 M citrate-Na, 100 mM bicine, 0.5 mM EDTA, 2 mM DTT, 10% glycerol, pH7.5) 
に入れ 5 分間振盪した．洗浄液を捨て，反応液 (0.5 M Citrate-Na, 100 mM bicine, 0.5 mM 
EDTA, 2 mM DTT, 1 mM ADP-Glc, 10% glycerol, pH7.5) を加え一晩 30°C で反応させた．
翌日反応液を捨て，ヨウ素液 (1%KI, 0.1%I2) でゲルを染色した． 
 DBE の Native-PAGE/活性染色解析では BPB がゲルの下端まで流れた後，さらに 30
分間通電しゲルを反応液 (50 m M citrate-Na2HPO4, 50 mM 2-mercaptoethanol, pH 6.0) に
移し 5分間ゆっくり振盪した．反応液を捨て，新しい反応液を入れて 2時間反応させた．
その後，反応液を捨て，ヨウ素液でゲルを染色した． 
 BE の活性染色解析では BPB がゲルの下端まで流れた直後に通電を止め，ゲルを蒸留
水で 5 分間振盪し洗浄した．蒸留水を捨て，反応液 (50 mM Hepes-NaOH, 2.5 mM AMP, 
100 mM Glucose-1-phosphate, 71.5 μg Pho a (Phosphorylase a from rabbit muscle; Sigma), 
pH7.0) を加え，一晩 30°C でゲルを振盪した．翌日に反応液を捨て，ヨウ素液でゲルを
染色した． 
 
3-4 栄養器官のデンプンのアミロペクチンの鎖長分布パターンの解析 
 葉鞘と葉身 (100 mg 以下) を液体窒素中で乳鉢と乳棒を用いて磨砕し，5 mL のメタ
ノールで懸濁した．懸濁液をキャップ付きガラス試験管に移し，10 分間煮沸した．放
冷した後，2,500 g で 5 分間遠心分離し，上澄みを除いた．沈殿を 90% (v/v) メタノール
で 2 回洗浄し，デシケーター中で減圧乾燥させた．沈殿に 250 mM NaOH を 300 μL を
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加えて良く撹拌し，5 分間煮沸した．放冷後，懸濁液に酢酸を 9.6 μL，600 mM 酢酸ナ
トリウム溶液 (pH4.4) を 100 μL，2% (w/v) アジ化ナトリウム溶液を 15 μL，蒸留水を
1.09 mL，2 μL のイソアミラーゼ (Pseudomonas amyloderamosa; Hayashibara) を加え 37°C
で 12 時間反応させた．さらにイソアミラーゼを 4 μL 加え，8 時間以上反応させた後，
懸濁液を 20 分間煮沸し遠心分離した．得られた上澄みをイオン交換樹脂 (AG 
501-X8(D); Bio-Rad) の入った 1.5 mL チューブに移し，脱塩した．脱塩後のサンプル 50 
μL を 1.5 mL チューブにとり，乾燥させた．蛍光色素のラベリングとキャピラリー電気
泳動は O’Shea and Morell (1996) の方法と eCAP N-linked oligosaccharide profiling kit と
P/ACE MDQ Carbohydrate System (Beckman Coulters, CA, USA) のプロトコールに従い行
った． 
 
3-5 走査型電子顕微鏡を用いたデンプン粒の観察 
 デンプン粒の精製は Lin et al. (2013) の方法に若干の改良を加えて行った．CRCT 形質
転換イネと非形質転換イネの全ての葉鞘を明期の終わりにサンプリングした．液体窒素
中で乳鉢と乳棒を用いて葉鞘を磨砕し，粉末状にした．さらに，粉末状のサンプルにデ
ンプン抽出用バッファー (500 mM MOPS，5 mM EDTA，10% (v/v) ethylene glycol, pH 7.5) 
を加え乳鉢と乳棒で磨砕し，二重にしたミラクロスで濾過した．濾過液を 15,000 g で
10 分間遠心分離し，上澄みを捨てた．沈殿を 1 mL のデンプン抽出用バッファーで懸濁
し，9 mL の 95% Parcoll の入った 15 mL の遠心管にゆっくりと加え，15,000 g, 4°C で 45
分間遠心分離した．上澄みを捨て，沈殿を 0.5% (w/v) SDS 溶液で再懸濁し 3,000 g で 10
分間遠心分離した．この洗浄を 4 回繰り返した後，同じ操作を蒸留水でも行った．洗浄
後の沈殿はデシケーター内で乾燥させ，-30°C で保存した． 
 精製したデンプン粒をカーボンテープが貼られたアルミニウムステージの上にでき
るだけ薄く伸ばし，プラズマコーター (NeoCoater, JEOL) でデンプン粒の表面を白金で
コーティングした．走査型電子顕微鏡 (JSM-6010, JEOL) の 2 次電子放電モード，加速
電圧 3 kV でサンプルを観察した． 
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3-5 ゲル濾過クロマトグラフィーによるデンプン構造の解析 
 イソアミラーゼ処理したデンプンのゲル濾過クロマトグラフィーは Toyosawa et al. 
(2016) の方法に従い行なった．精製デンプンを 10 mg 取り，蒸留水を 250 μL 加えてよ
く懸濁した．さらに 2N NaOH を 250 μL 加えて撹拌した後 37°C で 3 時間処理すること
で糊化させた．蒸留水を 3.65 mL，5N HCl を 83 μL，100 mM 酢酸緩衝液 (pH 3.5) を
1.5 mL 加えてよく混合し，最後にイソアミラーゼ (Pseudomonas amyloderamosa; 
Hayashibara) を 12 μL 添加し 37°C で一晩反応させた．反応後，5 mL の 100%エタノー
ルを加え，約 50°C でロータリーエバポレーターを用いて乾固させた．乾固させたサン
プルに蒸留水 500 μLを加え，サンプルを湿らせた後，2N NaOH 500 μLを加え 30分間 4°C
で糊化した．サンプルをフィルター (CAT No. SVLP1300; ミリポア) に通した後，示差
屈曲検出器 (RI-8020; TOSHO) のサンプルチャージに 5 mL をアプライした． 
 イソアミラーゼ未処理デンプンのゲル濾過クロマトグラフィーは Utsumi et al. (2003) 
の方法で行った．精製デンプン 10 mg に蒸留水 1.6 mＬと 5N NaOH 0.4 mL を加えて、
攪拌し，37°C で 1 時間処理することで糊化させた．その後さらに蒸留水を 4 mL 加えよ
く撹拌した．サンプルをフィルター (CAT No. SVLP1300; ミリポア) に通した後， 5 mL
を示差屈曲検出器 (RI-8020; TOSHO) のサンプルチャージにアプライした．Toyopearl 
HW75 (TOSHO) が充填されたカラムが 2 本, HW65S (Sigma) または HW55S (Sigma) が
充填されたカラムが 1 本ずつの合計 4 本のカラム (2.2 mm×30 cm) を直列に連結して
サンプルを分離した．溶離液 (0.2% NaOH) を流速 1.0 mL min-1で流した． 
 
3-7 CRCT形質転換イネの胚乳を用いた解析 
3-7-1 供試材料 
 CRCT 高発現形質転換イネ，CRCT 発現抑制形質転換イネ，非形質転換イネを神戸大
学農学部組換え体温室ファイトトロンの自然光室で，2-1 の方法で育成した．開花後
10-15 日目の胚乳を 1.5 mL チューブにサンプリングし，以下の解析に用いた． 
 
3-7-2 Native-PAGE/活性染色解析 
 胚乳の新鮮重の 4 倍量の抽出バッファーを加え，バイオマッシャーで磨砕した．抽出
 95
液を 10,000 g で 5 分間遠心分離し上澄みを回収し，タンパク質抽出液とした．タンパク
質抽出液の半量のサンプルバッファー (0.625 M Tris-HCL, 0.2% BPB, 50% glycerol, 
pH7.0) を加えよく撹拌した．Native-PAGE/活性染色解析は 3-2 の方法で行った． 
 
3-7-3 胚乳デンプンのアミロペクチンの鎖長分布解析パターンの解析 
 乾燥種子のもみと胚を除去し，細かく砕いた．アミロペクチンの鎖長分布解析パター
ンの解析は 3-3 の方法で行った． 
 
3-8 AGPase 変異体を用いた解析 
3-8-1 供試材料 
 東京大学大学院農学研究科青木直大助教より，OsAGPL1 欠損変異体 (agpl1), 
OsAGPL3 欠損変異体 (agpl3)，OsAGPL1OsAGPL3 二重欠損変異体 (agpl1agpl3) を分譲
いただき解析に用いた．植物体は 2-1 の方法で育成した．7.6 葉齢期の個体から第 6 葉
鞘をサンプリングした．液体窒素中で乳鉢と乳棒を用いて粉砕し，一部をデンプン含量
とスクロース含量の解析，もう一部をデンプン合成関連遺伝子の発現解析に用いた． 
 
3-8-2 デンプン含量とスクロース含量の解析 
 デンプン含量とスクロース含量の解析は 1-5 の方法で行った． 
 
3-8-3 デンプン合成関連遺伝子の発現解析 
 遺伝子発現解析は 1-2 の方法で行った． 
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結果 
 
 初めに，CRCT 形質転換イネの葉鞘と葉身を用いてウエスタンブロット解析を行い，
CRCTの発現量がデンプン合成関連酵素の発現に及ぼす効果をタンパク質レベルで解析
した (図 23)．葉鞘においては，CRCT 高発現形質転換イネでは SSI, ISA1, PUL の発現量
が非形質転換イネに比べて増加しており， CRCT 発現抑制形質転換イネでは明らかに
減少していた．それらに加え，CRCT の発現量は BEI と BEIIa の発現レベルと正の相関
が認められた．また，その発現量の変化の程度は BEI の方が BEIIa に比べ大きかった．
さらに，Pho1 の発現も CRCT の発現量と正の相関があった．一方で葉身においては，
ほとんどのデンプン合成関連酵素の発現レベルはCRCTの発現量と相関はなかった (図
23)．しかしながら例外として，Pho1 の発現は CRCT 高発現形質転換イネでは非形質転
換イネに比べ高くなり，CRCT 発現抑制形質転換イネでは減少した． 
 デンプン合成関連酵素はそれぞれ遺伝子ファミリーからなり，複数の遺伝子によって
コードされている．また，それらの遺伝子の発現は器官特異性が非常に高い (Ohdan et 
al., 2005; Hirose et al., 2006)．CRCT の発現量が及ぼすデンプン合成関連酵素への効果を
より詳細に明らかにするためには，デンプン合成関連酵素の活性を網羅的に解析するこ
とが有効である．その観点から，各アイソザイムの活性バンドが検出できる
Native-PAGE/活性染色解析法は非常に有効な解析手法と考えられた．しかしながら，こ
れまでイネにおいては胚乳を用いた Native-PAGE/活性染色解析は行われてきたが，葉鞘
や葉身などの栄養器官を用いた解析例はほとんどない．そこでまず，日本晴の葉鞘と葉
身を用いて SS, DBE, BE の Native-PAGE/活性染色解析を行った (図 24)．また，胚乳で
はデンプン合成関連酵素の欠損変異体の解析により Native-PAGE/活性染色解析法のバ
ンドが同定されていることから，胚乳をコントロールとして用いた．胚乳を用いた場合
と同様に葉鞘と葉身を用いた場合においても，全てのデンプン合成関連酵素の活性を
Native-PAGE/活性染色解析で検出することができた (図 24)．また，胚乳と葉鞘や葉身
では SS, DBE, BE の活性染色のバンドパターンが明らかに異なっていた．これらの結果
から，Native-PAGE/活性染色解析法は CRCT の発現量がデンプン合成関連酵素に及ぼす
効果のさらなる解析に有力な手法であると考えられた． 
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 次に，CRCT 形質転換イネの葉鞘と葉身を用いて SS の Native-PAGE/活性染色解析を
行った (図 25)．CRCT形質転換イネの葉鞘の SSはコントロールとして用いた胚乳の SSI
と同じ移動度のバンド強度が CRCT 高発現形質転換イネで非形質転換イネよりも高く
なり，CRCT 発現抑制形質転換イネでは低くなった (図 25A)．一方で，胚乳の SSIIIa と
同じ移動度のバンドや，SSIIIa と SSI の中間の移動度のバンドの強度は CRCT 形質転換
イネと非形質転換イネで明確な差は認められなかった．また，葉身では全ての酵素のバ
ンドパターンにおいて CRCT 形質転換イネと非形質転換イネの間に差は認められなか
った (図 25A)．葉鞘の DBE については， CRCT の発現量と胚乳の ISA や Pho1 と移動
度が類似したバンド強度に正の相関が認められた (図 26A)．一方，葉身では ISA と同
じ移動度のバンド強度には CRCT は影響を及ぼしていなかったが，Pho1 と同じ移動度
のバンド強度はウエスタンブロット解析の結果と同様に CRCT 高発現形質転換イネで
非形質転換イネに比べ高くなった (図 26A)．葉鞘の BE の活性染色解析では胚乳におけ
るBEIと同じ移動度のバンド強度がCRCT高発現形質転換イネで非形質転換イネよりも
高くなり CRCT 発現抑制形質転換イネでは低くなった (図 26B)．しかしながら，葉身で
は BE の活性染色パターンに差は認められなかった．これらの結果から，CRCT の発現
量は遺伝子発現レベルだけではなく，タンパク質レベルもしくは酵素活性レベルでも葉
鞘のデンプン合成に影響を与えていることがわかった． 
 これまでイネでは胚乳デンプンの構造は解析されてきたが，栄養器官はほとんど解析
が行われていない．初めに，葉鞘と葉身のデンプンのアミロペクチンの鎖長分布解析を
行い，アミロペクチンの特定のグルコースの重合度 (DP) を持つ鎖の割合を明らかにし
た (図 27)．葉鞘や葉身のデンプンの鎖長分布パターンは胚乳とは異なり， DP が 7 と
12-13 の 2 つのピークがあることが特徴的であった (図 27A)．葉鞘や葉身のアミロペク
チンでは DP8-13 の短鎖の割合が胚乳のアミロペクチンに比べ顕著に少なく，DP5-7 と
DP14 以上の割合が多くなっていた (図 27B)．また，葉鞘と葉身のアミロペクチンの鎖
長分布パターンを比較すると，DP5-16 の短鎖の割合は葉身のアミロペクチンの方が多
かった (図 27B)．DP16-30 の中鎖の割合は葉身のアミロペクチンに比べ葉鞘のアミロペ
クチンの方が多いが，その増加の程度は僅かだった．それらの結果から，組織によって
デンプンのアミロペクチンの鎖長分布パターンが異なることがわかった．次に，CRCT
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がアミロペクチンの構造に及ぼす効果を解析するため，CRCT 形質転換イネの葉鞘と葉
身の鎖長分布パターンと非形質転換イネの鎖長分布パターンを比較した (図 28)．CRCT
高発現形質転換イネの葉鞘から抽出したアミロペクチンの鎖長分布パターンは，非形質
転換イネの鎖長分布パターンに比べ DP5-14 の短鎖の割合が増加し，DP15-35 の中鎖の
割合が減少した (図 28A)．それとは対照的に，CRCT 発現抑制形質転換イネの葉鞘のア
ミロペクチンの鎖長分布パターンは非形質転換イネの鎖長分布パターンに比べ DP5-14
の短鎖の割合が減少し，DP18 以上の中鎖の割合が増加した (図 28A)．一方で，葉身の
アミロペクチンの鎖長分布パターンは CRCT 高発現形質転換イネ，CRCT 発現抑制形質
転換イネ，共に DP5-15 の短鎖の割合が非形質転換イネに比べ減少し，DP15 以上の割
合が増加した (図 28B)．以上の結果から，CRCT の発現量は主に葉鞘のアミロペクチン
の短鎖の割合に影響を与えることが，CRCT のアミロペクチンの短鎖の割合に及ぼす効
果は葉身では認められないことがわかった． 
 CRCT の発現量がデンプンの構造に及ぼす効果をより詳細に解析するため，精製した
葉鞘のデンプンを用いてゲル濾過クロマトグラフィーを行った．初めに葉鞘のデンプン
をイソアミラーゼ処理した後，ゲル濾過クロマトグラフィーを行い CRCT が葉鞘のデン
プンのアミロースとアミロペクチンの長鎖と短鎖の割合に与える影響を明らかにした 
(図 29A)．全面積に対する各画分が占める割合を表 9 に示した．CRCT 高発現形質転換
イネの葉鞘デンプンは非形質転換イネの葉鞘デンプンに比べ，アミロース及びアミロペ
クチンの超長鎖 (見かけのアミロース含量) を示す Fraction I の割合が有意に高かった．
それに加え，CRCT 高発現形質転換イネの葉鞘のデンプンが Fraction II の割合が有意に
低く，アミロペクチンの長鎖に対する短鎖の比率を表す Fraction III/Fraction II の値は非
形質転換イネに比べ高い傾向があった (表 9)．次に，イソアミラーゼ未処理のデンプン
を NaOH で糊化した後，ゲル濾過クロマトグラフィーにより解析した (図 29B)．この
解析ではアミロペクチンの構造を維持したまま解析を行うことで，分子量が大きいアミ
ロペクチンの割合 (Retention time 140 min)，分子量が中程度のアミロペクチンの割合
(Retention time 170 min)，分子量が小さいアミロペクチンやアミロースの割合 (Retention 
time 200 min)を検出できる．非形質転換イネの胚乳デンプンでは，分子量の大きいアミ
ロペクチンの割合は分子量が中程度のアミロペクチンの割合よりも多かった．一方，胚
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乳のデンプンとは異なり非形質転換イネの葉鞘のデンプンでは，分子量の大きいアミロ
ペクチンはほとんど検出されず，大部分は分子量が中程度のアミロペクチンとして検出
された．また，CRCT 高発現形質転換イネの葉鞘デンプンの場合も，分子量が中程度の
アミロペクチンのみが検出され，その割合は非形質転換イネの場合と同程度であった．
よって，CRCT の発現量はデンプンのアミロース含量やアミロペクチンの短鎖と長鎖の
割合に影響を与えるが，未分解のアミロペクチン全体の構造には顕著な効果を及ぼさな
いことがわかった． 
 デンプン合成酵素の発現レベルの変化はデンプン粒の形状の変化をもたらすことが
多数報告されている (Fujita, 2014; Pfister and Zeeman, 2016)．そこで CRCT 形質転換イネ
から葉鞘のデンプンを精製し走査型電子顕微鏡を用いてデンプン粒の形態の観察を行
った (図 30)．非形質転換イネの胚乳のデンプン粒は球状ではなく，角がある構造であ
る. しかしながら，非形質転換イネの葉鞘から精製したデンプン粒は球状のものが多く，
表面は滑らかであった．CRCT 高発現形質転換イネの葉鞘から精製したデンプン粒は形
態の異常は認められなかったが，非形質転換イネのデンプン粒と比較して明らかに大き
かった．一方で，CRCT 発現抑制形質転換イネの葉鞘のデンプン粒はそもそも量が少な
くわずかにしか精製できず，精製純度も低かったが，その大きさは非形質転換イネに比
べて非常に小さかった．以上の結果から CRCT は葉鞘のデンプン粒のサイズに影響を与
えるが，その外見上の特徴には大きな影響を与えないことがわかった． 
 これまでの結果から，CRCT はイネの栄養器官のデンプン合成の制御に働くことがわ
かった．さらに，CRCT は SSI，PUL，Pho1，BEI といった胚乳でも機能しているデン
プン合成関連酵素の発現も制御することができる (図 11)．そこで，CRCT の発現量が
胚乳のデンプン合成に及ぼす効果についても解析を行った．まず初めに CRCT 形質転換
イネの登熟期の胚乳を用いて Native-PAGE/活性染色解析を行った (図 31)．SS, DBE, BE
などを検出するために 3 種類の Native-PAGE/活性染色解析を行ったが，検出された全
ての酵素のバンドパターンは CRCT 形質転換イネと非形質転換イネの間に違いは認め
られなかった．さらに CRCT 形質転換イネの胚乳デンプンの鎖長分布パターンについて
も解析した (図 32)．CRCT 形質転換イネと非形質転換イネの鎖長分布パターンの間に
は 0.2%未満のわずかな差しか認められなかった．以上の結果から，CRCT は胚乳のデン
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プン合成制御に働いていないことがわかった． 
 これまでに記載した通り，CRCT はイネ葉鞘において複数のデンプン合成関連酵素の
発現に大きな影響を与える．しかし大きな疑問として残るのが，CRCT 形質転換イネで
は，どのようなメカニズムを介して複数のデンプン合成酵素の発現制御を可能にしてい
るのかということである．デンプン合成酵素の基質である ADP-Glc を合成する反応を
触媒する AGPase は small subunit と large subunit がそれぞれ 2 つずつからなる 4 量体を
形成しており，small subunit には触媒部位があり，large subunit は活性制御に働くことが
知られている (Ballicora et al., 2004)．イネには AGPase large subunit のホモログ遺伝子が
4 種類存在し，葉鞘では AGPL1 が, 葉身では AGPL3 が主に発現している (Hirose et al., 
2006)．また，agpl1 欠損変異体では葉鞘のデンプン含量が，agpl3 欠損変異体では葉身
のデンプン含量が，agpl1agpl3 二重欠損変異体では葉鞘と葉身のデンプン含量が野生型
に比べ大きく低下することが報告されている (Okamura et al., 2013; Okumura et al., 2015)．
そこで，CRCT 発現抑制形質転換イネと，agpl1 欠損変異体，agpl3 欠損変異体，agpl1agpl3
二重欠損変異体の葉鞘を用いて，葉鞘の光合成産物含量とデンプン合成関連遺伝子の発
現解析を行った (図 33)．葉鞘のデンプン含量は予想通り，CRCT 発現抑制形質転換イ
ネ，agpl1 欠損変異体，agpl1agpl3 二重欠損変異体では非形質転換イネに比べ顕著に減
少した (図 33A)．また，それらの系統のスクロース含量は非形質転換イネに比べ増加
傾向があった．一方で，葉身のデンプン含量が減少する agpl3 欠損変異体では葉鞘のデ
ンプン含量やスクロース含量に変化は見られなかった (図 33A)．次にデンプン合成関
連遺伝子の発現を解析したところ，CRCT 発現抑制形質転換イネ，agpl1 欠損変異体，
agpl1agpl3 二重欠損変異体では AGPL1 の発現が非形質転換イネに比べ非常に減少した．
しかしながら，他のデンプン合成関連遺伝子の発現は CRCT 発現抑制形質転換イネで有
意に減少していたのに対し，agpl1 欠損変異体や agpl1agpl3 二重欠損変異体では非形質
転換イネと同じレベルであった (図 33B)．また，これらの agpase 欠損変異体の CRCT
の発現量は非形質転換イネとの間に差は認められなかった (図 33B)．よってこれらの結
果から，CRCT の発現抑制は AGPase とその他のデンプン合成関連遺伝子の発現を抑制
するが，AGPase の発現抑制がその他の関連遺伝子の発現抑制と連動しているわけでは
ないことがわかった． 
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図 26．CRCT 形質転換イネの葉鞘と葉身における DBE と BE の活性染色解析． 
A，DBE の Native-PAGE/活性染色解析．青色のバンドが DBE を示す．B，BE の Native-PAGE/
活性染色解析．黒色のバンドが BE を示す．CRCT 形質転換イネの葉鞘と葉身から可溶性タ
ンパク質を抽出し，Native-PAGE/活性染色解析を行った．胚乳はコントロールとして用い
た．NT, 非形質転換イネ; Ox1 と Ox2, CRCT 高発現形質転換イネ; i1 と i2, CRCT 発現抑制形
質転換イネ．EN，非形質転換イネの胚乳; LS，葉鞘; LB，葉身． 
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図 27．葉鞘と葉身のアミロペクチンの鎖長分布パターンの解析． 
A，葉鞘と葉身のアミロペクチンの鎖長分布パターン．B，各器官間の鎖長分布パターン
の差分．日本晴の葉鞘と葉身からデンプンを抽出し，イソアミラーゼで α-1, 6 結合を切
断し，キャピラリー電気泳動を行なった．データは 3 反復の平均値を示す．EN，胚乳; LS，
葉鞘; LB，葉身．LS-EN，葉鞘の鎖長分布パターンの割合から胚乳の鎖長分布パターンの
割合を引いた差分．LB-EN，葉身の鎖長分布パターンの割合から胚乳の鎖長分布パター
ンの割合を引いた差分．LB-LS，葉身の鎖長分布パターンの割合から葉鞘の鎖長分布パ
ターンの割合を引いた差分． 
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図 28．CRCT 形質転換イネの葉鞘と葉身のアミロペクチンの鎖長分布パターンの解析． 
A，CRCT 形質転換イネと非形質転換イネの葉鞘のアミロペクチンの鎖長分布パターンの差
分．B，CRCT 形質転換イネと非形質転換イネの葉身のアミロペクチンの鎖長分布パターンの
差分．CRCT 形質転換イネの葉鞘と葉身からデンプンを抽出し，イソアミラーゼで α-1, 6 結合
を切断し，キャピラリー電気泳動を行なった．データは 3 反復の平均値を示す．NT, 非形質
転換イネ; Ox1 と Ox2, CRCT 高発現形質転換イネ; i1 と i2, CRCT 発現抑制形質転換イネ．Ox1, 
2-NT，CRCT 高発現形質転換イネの鎖長分布パターンの割合から非形質転換イネの鎖長分布
パターンの割合を引いた差分．i1, 2-NT，CRCT 発現抑制形質転換イネの鎖長分布パターンの
割合から非形質転換イネの鎖長分布パターンの割合を引いた差分． 
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図 29．CRCT の高発現が葉鞘のデンプンの構造に及ぼす効果の解析． 
A，イソアミラーゼ処理したデンプンを用いたゲル濾過クロマトグラフィー解析．図中の
I，II，III はそれぞれ Fraction I, Fraction II, Fraction III を示す．データは 3 反復の平均値を
示す．B，イソアミラーゼ未処理のデンプンを用いたゲル濾過クロマトグラフィー解析．
NT, 非形質転換イネ; Ox1 と Ox2, CRCT 高発現形質転換イネ．EN, 非形質転換イネの胚
乳． 
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表 9. イソアミラーゼ処理を行ったデンプンのゲル濾過クロマトグラフィー解析． 
 
 
 
 
 
それぞれの画分の割合は図 30A より求めた．*は非形質転換イネに比べて 5%水準で有
意差があることを示す．±は標準偏差を示す． 
a, アミロペクチンの長鎖に対するアミロペクチンの短鎖の割合を示す． 
 
 
 
  
Line Fraction I (%) Fraction II (%) Fraction III (%) Ratio of III/IIa 
NT 14.51 ± 0.54 26.54 ± 0.31 58.95 ± 0.71 2.23 ± 0.05 
Ox1 18.05 ± 0.22* 24.29 ± 0.12* 57.66 ± 0.32 2.37 ± 0.02 
Ox2 19.14 ± 0.21* 23.90 ± 0.17* 56.96 ± 0.13 2.38 ± 0.02 
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図 32．CRCT 形質転換イネの胚乳のデンプンの鎖分布パターン解析． 
A，CRCT 高発現形質転換イネの胚乳デンプンの鎖分布パターン．B，CRCT 発現抑制形質転換イ
ネの胚乳のデンプンの鎖分布パターン．C，CRCT 形質転換イネと非形質転換イネの胚乳のデンプ
ンの鎖分布パターンの差分． CRCT 形質転換イネの胚乳からデンプンを抽出し，イソアミラーゼ
で α-1, 6 結合を切断し，キャピラリー電気泳動を行なった．データは 3 反復の平均値を示す． NT, 
非形質転換イネ; Ox1, CRCT 高発現形質転換イネ; i1, CRCT 発現抑制形質転換イネ．  
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図 33．光合成産物とデンプン合成関連遺伝子の発現量の関係の解析． 
A，葉鞘のデンプン含量とスクロース含量．B，葉鞘におけるデンプン合成関連遺伝子の
発現量．リアルタイム PCR 法により遺伝子の発現解析を行った．*，**はそれぞれ 5%，
1%水準で非形質転換イネとの間に有意差があることを示す．データは平均値と標準偏差
を示す (n=4)．NT, 非形質転換イネ．i1, CRCT 発現抑制形質転換イネ．agpl1，ADP-グル
コースピロホスホリラーぜ large subunit1 欠損変異体．agpl3，ADP-グルコースピロホス
ホリラーぜ large subunit3 欠損変異体．agpl1agpl3，ADP-グルコースピロホスホリラーぜ 
large subunit1 と large subunit3 の二重欠損変異体． 
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考察 
 
 イネにおいて，SSの発現は明確な器官特異性を示し，胚乳では SSI, SSIIa, SSIIIa, GBSSI
が，葉鞘や葉身では SSI, SSIIb, SSIIIb, GBSSII が主に発現することが報告されている 
(Ohdan et al., 2005; Hirose et al., 2006)．葉鞘や葉身の SS の Native-PAGE/活性染色解析で
検出された 3 本のバンドのうち，移動度が最も大きいバンドは胚乳の SSI と移動度が同
じであることから胚乳の場合と同様に SSI であると考えられる (図 24A)．また，葉鞘や
葉身の SSのNative-PAGE/活性染色解析で検出された残り 2本のバンドは SSIIbと SSIIIb
に由来すると考えられるが，バンドを同定するためには今後変異体を用いた解析を行う
必要があるだろう．SS の Native-PAGE/活性染色解析では，それぞれの SS のバンド強度
から活性の比率を推定できる (Fujita, 2014)．ジャポニカイネの胚乳では，DP6, 7 の短鎖
を伸長して DP8-12 の鎖を合成する SSI の活性が全 SS 活性のおよそ 6 割を占めると考
えられている (Fujita et al., 2006; Fujita, 2014)．一方，栄養器官の Native-PAGE 活性染色
解析により検出された SS のバンド強度は，SSI よりも他の SS のバンドの方が高い傾向
があった (図 24A)．つまり栄養器官では，胚乳に比べて全 SS 活性に占める SSI の活性
が低いと考えられる．胚乳と栄養器官のアミロペクチンの鎖長分布パターン解析では，
胚乳のデンプンの方が栄養器官のデンプンに比べて顕著に短鎖の割合が多いことが明
らかとなった (図 27)．胚乳と栄養器官における SSI 活性の違いが栄養器官のデンプン
と胚乳のデンプンのアミロペクチンの短鎖の割合に差が生じる原因の 1 つであると考
えられる．SSI と同様に，胚乳のアミロペクチンの短鎖の合成に重要な役割を担ってい
るのは BEIIb である．葉鞘や葉身では BEI と BEIIa に由来するバンドは Native-PAGE/
活性染色解析で検出されたが，BEIIb に由来するバンドは検出されなかった (図 24D)．
胚乳では BEIIb を欠損すると DP17 以下の短鎖が激減することが報告されている (Nishi 
et al., 2001)．つまり，BEIIb が栄養器官で発現しないことも栄養器官のデンプンと胚乳
のデンプンのアミロペクチンの短鎖の割合に差が生じる原因の 1 つであると考えられ
る．  
 本研究では胚乳のデンプンに比べ葉鞘や葉身のデンプンはアミロペクチンの短鎖の
割合が低下し，長鎖の割合が増加することを明らかにした (図 29)．この傾向はイネの
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稈に蓄積するデンプンについても認められている (Matsuki et al., 2010)．さらに，稈の
デンプンではアミロース含量も胚乳デンプンよりも増加していた (Matsuki et al., 2010)．
一般的にアミロース含量やアミロペクチンの長鎖の割合が多いデンプンは分解されに
くいことが報告されている (Bird et al., 2004; Regina et al., 2006; Tanadul et al., 2014)．同化
デンプンは明期には分解されず，夜間は細胞内の恒常性を保つためにも徐々に分解され
る必要があり，長鎖が多いアミロペクチンの構造や高いアミロース含量がそのようなデ
ンプン分解制御に適している可能性が考えられる．同化デンプンの分解は胚乳の貯蔵デ
ンプンの分解に比べて高度に制御されており，Glucan, water dikinase (GWD) や
Phosphoglucan, water dikinase (PWD) によるグルカン鎖のリン酸化が初発反応である 
(Streb and Zeeman, 2012; Mahlow et al., 2016)．このリン酸化により，アミロペクチンの二
重螺旋構造が緩み β-アミラーゼのよる加水分解を受けやすくなる．ジャガイモの GWD
は長いグルカン鎖を基質とした場合，短いグルカン鎖を基質とした場合に比べリン酸化
速度が早いことが報告されている (Ritte et al., 2002)．つまり，リン酸化による同化デン
プンの分解制御にアミロペクチンの鎖長分布パターンが影響を与えている可能性もあ
る．しかしながら，貯蔵デンプンと同化デンプンのアミロペクチンの鎖長分布パターン
の違いは植物種によって異なる (Streb and Zeeman, 2014)．トウモロコシではイネの場合
と対照的に，葉身のデンプンの方が胚乳のデンプに比べ DP5-7 の短鎖の割合が多く，
DP15 以上の中長鎖の割合が少ない (Streb and Zeeman, 2014)．同様に，ジャガイモでは
葉のデンプンの方が塊茎のデンプンに比べ DP4-8 の短鎖の割合が多く，DP10-20 の中鎖
の割合が少ない (Streb and Zeeman, 2014)．つまり，アミロペクチンの鎖長分布パターン
は栄養器官のデンプン分解制御に影響を及ぼさない可能性も考えられる．一方で，本研
究で認められた葉鞘のデンプンや葉身のデンプンで認められたアミロペクチンの鎖長
分布パターンに二つのピークがあるという特徴 (図 27) はトウモロコシ，シロイヌナズ
ナ，ジャガイモの葉における同化デンプンでも認められている (Koizumi and Fukuda, 
1991; Streb and Zeeman, 2014)．一方で，トウモロコシやコムギの胚乳の貯蔵デンプンの
アミロペクチンの鎖長分布パターンはイネ胚乳と同様にピークが 1 つである (Koizumi 
et al., 1991; Streb and Zeeman, 2014)．このように栄養器官のデンプンの構造には植物種に
共通した特徴があり，それらの生物学的な意義は今後の研究課題である． 
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 本研究ではイソアミラーゼ処理を行わないデンプンをゲル濾過クロマトグラフィー
で解析することにより，胚乳のデンプンは主に分子量分布が異なる 3 つのピークを持ち，
高分子量のアミロペクチン，中程度の分子量のアミロペクチン，低分子量のアミロペク
チンとアミロースに分離される (図 29B)．これに対し，葉鞘のデンプンでは分子量が中
程度のアミロペクチンのピークが大きいことを明らかにした (図 29B)．これまでの高速
ゲル濾過クロマトグラフィー法を用いた解析では胚乳でB2-3鎖を合成するSSIIIaや短い
枝分かれを合成する BEIIb の変異体の胚乳デンプンでは，分子量が低下することが報告
されている (Fujita et al., 2007; Asai et al., 2014)．つまり，クラスター構造の骨格となる B
鎖とクラスター内のアミロペクチンの枝分かれの合成がクラスターの分子量の重要な
決定因子であると考えられる．葉鞘では SSIIIa がほとんど発現していないが，栄養器官
では SSIIIa と同様にアミロペクチンの長鎖を合成すると考えられる SSIIIb が発現して
いる．実際に鎖分布解析では，DP40 付近の割合は胚乳のデンプンと同程度であること
から，Bn+1鎖は正常に合成されていると推測できる (図 27A)．しかしながら SSIIIb につ
いては，その機能解析が全く行われておらず今後の解析が必要である．一方，葉鞘では
BEIIb が発現しないため DP6-7 の A 鎖の合成が行われず，アミロペクチンの分子量が低
下した可能性が考えられる．また，胚乳デンプンの中にはアミロペクチンの分子量が大
きいものと小さいものが混在しており (図 29B)，それらがどのように合成されているか
は不明である．デンプン合成は変異体を用いた解析によりその基礎的なメカニズムは明
らかになりつつある．今後はそれに加えて，デンプンの三次構造の形成メカニズムの解
明にも取り組む必要がある． 
 本研究により CRCT はタンパク質レベルでも SSI, BEI, Pho1, BEIIa, ISA1 といった複
数のデンプン合成関連酵素の発現を制御することが明らかになった (図 23, 25, 26)．そ
れに加え，CRCTの発現量はデンプンの構造にも影響を与えることがわかった (図 28, 29，
表 9)．その中で，CRCT はデンプン合成関連酵素の中でもデンプン合成の律速酵素であ
り葉鞘のデンプン合成に大きな影響を与える AGPL1 の発現を制御することが明らかと
なった．さらに本研究では，CRCT 形質転換イネの葉鞘と葉身において Pho1 の発現量
が変化することも明らかとした (図 23, 26A)．AGPase を欠損させるとデンプンの蓄積
は起こりにくくなるが，イネの葉鞘では AGPase 活性よりも BE 活性の方がデンプン含
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量と高い相関関係があることが報告されている (Watanabe et al., 1997)．BE はアミロペ
クチンの枝分かれを作ることが知られているが，近年の研究より Pho1 と相互作用する
ことでデンプン合成の初期過程のプライマー合成においても重要な働きを担っている
ことが示唆されている (Tetlow et al., 2004; Nakamura et al., 2012)．しかし，pho1 欠損シ
ロイヌナズナ変異体やアンチセンス法により Pho1 の発現量が減少した形質転換ジャガ
イモの葉ではデンプン合成が正常に行われていることから，Pho1 は葉におけるデンプ
ン合成に関与しないと考えられる (Sonnewald et al., 1995; Zeeman et al., 2004)．一方，低
温条件下で育成した pho1 欠損変異体イネでは胚乳におけるデンプン合成が正常に行わ
れず，登熟歩合が顕著に低下する (Satoh et al., 2008)．それに加え Fettke et al. (2010) は，
アンチセンス法により Pho1 の発現量を減少させた形質転換ジャガイモの塊茎では，デ
ンプンへのグルコース-1-リン酸の取り込みが減少することを報告している．つまり葉
とは異なり，イネ胚乳やジャガイモ塊茎では Pho1 がデンプン合成に重要な役割を担っ
ている可能性が考えられる．よって，CRCT は葉鞘のデンプン合成に重要であるが葉身
のデンプン合成に影響を与えない AGPL1 や Pho1 の発現を制御するため，葉鞘におい
てのみデンプン含量に重大な影響を与えると考えられる． 
 AGPL1, AGPS1, SSI, GBSSII といったデンプン合成関連酵素は高 CO2条件下や糖処理
を行った際に発現促進されることが報告されている (Dian et al., 2003; Akihiro et al., 
2005; Fukayama et al., 2009)．SSI はアミロペクチンの短鎖の合成に働くことから，SSI
の発現促進はアミロペクチンの短鎖の増加を引き起こすと考えられる．また，AGPase
の活性が上昇すると ADP-グルコース含量が増加し，他の SS に比べ ADP-グルコースに
対する Km 値が高い GBSS の活性が高まり，アミロース合成が促進される可能性が指摘
されている (Clarke et al., 1999; Asai et al., 2014)．つまり，高 CO2条件のような光合成活
性が高いような条件ではデンプンのアミロペクチンの短鎖の割合とアミロース含量が
増加すると予想される．CRCT は光合成産物に応答しデンプン合成関連酵素の発現を促
進する (第 1 章)．また，CRCT 高発現形質転換イネでは葉鞘のデンプンのアミロペクチ
ンの短鎖の割合とアミロース含量が非形質転換イネに比べ高くなった (図 28, 29)．つま
り，CRCT 高発現形質転換イネで見られたデンプンの構造の変化は光合成活性が高い時
におこる変化である可能性が考えられる．実際に，高 CO2条件下でイネを育成すると胚
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乳のアミロース含量が増加することが報告されている (Wang et al., 2011)．しかしなが
ら，アミロース含量が変化しない品種やアミロース含量が低下した品種もあり，高 CO2
条件下でのアミロース含量の変化はイネ品種によって異なることが示唆されている 
(Wang et al., 2011)．また，低窒素条件下でイネを育成すると胚乳のアミロペクチンの含
量や構造に影響を及ぼさないが，アミロース含量が増加することが報告されている 
(Thitisaksakul et al., 2012)．このように胚乳のデンプン合成は栄養条件や環境条件に影響
を受けることは報告されているが，栄養器官のデンプン合成に及ぼす影響を解析した研
究例はほとんどなく，今後解析を行う必要がある． 
 これまでの結果から CRCT の発現量は複数のデンプン合成関連酵素の発現量と高い
相関が認められるため，CRCT はデンプン合成関連遺伝子の発現を一括制御する転写因
子であると考えられる．しかし，他に 2 つの可能性が考えられる．1 つ目は ADP-グル
コースがデンプン合成関連遺伝子の発現制御のシグナル分子として機能する可能性で
ある．イネの SSIIIa 欠損変異体や BEIIb 欠損変異体では AGPase 活性が上昇し，また，
GBSSI の発現レベルが増加することが報告されており (Asai et al., 2014)，デンプン合成
酵素の発現変化は他の酵素の発現に影響を及ぼすことが示唆されている．それに加え，
グルコース，スクロース，トレハロース-6-リン酸などの代謝産物がシグナルとなる例
が報告されている (Rolland et al., 2006; Paul, 2007)．それらのことから，CRCT の発現量
と発現に相関があるデンプン合成関連遺伝子のうち，デンプン合成の中でも最初の反応
を触媒する AGPase によって合成される ADP-グルコースがデンプン合成のシグナル分
子として機能する可能性が考えられる．2 つ目は CRCT の発現量が乾物重に影響を与え，
その二次的な影響としてデンプン合成関連遺伝子の発現が変化した可能性である．デン
プン含量と乾物重には負の相関があることが知られている (Sulpice et al., 2009)．実際に
葉鞘にデンプンが高蓄積する CRCT 高発現形質転換イネでは乾物重は減少し，葉鞘にデ
ンプンが蓄積しない CRCT 発現抑制形質転換イネでは分げつ数が増加する (図 19)．そ
れに伴いデンプン関連酵素の発現も変化したとも考えられる．しかしながら agpl1 変異
体と agpl1agpl3 二重変異体では，CRCT 発現抑制形質転換イネと異なり多くのデンプン
合成関連遺伝子の発現は変化しなかった (図 33)．それらの変異体ではデンプン合成関
連遺伝子は発現しているのにも関わらずデンプン含量が低下していることから，ADP-
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グルコース含量も低下していると考えられる．また，それらの agpase 変異体では CRCT
発現抑制形質転換イネと同様に分げつ数が野生型に比べ増加することが報告されてい
る (Okamura et al., 2015)．よって，ADP-グルコースがデンプン合成のシグナル分子とし
て機能する可能性は低く，乾物生産もデンプン合成関連遺伝子の発現に影響を与えない
ことが示唆された．つまり，CRCT 形質転換イネで見られた葉鞘のデンプン含量の変化
は間接的なものではなく，CRCT が直接的にデンプン合成関連遺伝子の発現を制御した
ものであると結論づけられる． 
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摘要 
 
 CRCT はデンプン合成関連遺伝子の発現を調節することでイネ葉鞘のデンプン合成
を制御していることが明らかとなった．しかしながら，CRCT がデンプン自体の構造的
な特性に及ぼす効果は明らかとなっていない．本章ではまず，CRCT 形質転換イネを用
いて，CRCT が栄養器官のデンプン合成関連酵素の発現に与える影響をタンパク質レベ
ルで解析した．そして，CRCT が栄養器官のデンプンの物理化学的な性質に及ぼす効果
について解析を行った． 
 CRCT 形質転換イネを用いて，デンプン合成関連酵素に特異的な抗体を用いたウエス
タンブロット解析を行なったところ，葉鞘では CRCT の発現量と SSI, ISA1, PULL，BEI, 
BEIIa，Pho1 の発現量に相関が認められた．また，Native-PAGE/活性染色解析で検出し
たそれらの酵素の活性もおおよそ CRCT の発現量との間に相関が認められた．一方葉身
では，ほとんどのデンプン合成関連酵素の発現は変化していなかったが， CRCT の発
現量と Pho1 の発現量の間に相関は認められた．これらの結果から，CRCT は遺伝子発
現レベルだけではなくタンパク質レベルにおいても多くのデンプン合成関連酵素の発
現に影響を与えることがわかった． 
 CRCT 形質転換イネの葉鞘と葉身からデンプンを抽出し，アミロペクチンの鎖長分布
パターンを解析したところ，CRCT 高発現形質転換イネの葉鞘では DP5-14 の短鎖の割
合が増加したのに対し，CRCT 発現抑制形質転換イネではそれらの割合が減少した．一
方，葉身では CRCT の発現量はデンプンの鎖長分布パターンに効果を及ぼさなかった．
精製した葉鞘のデンプンを用いてゲル濾過クロマトグラフィー解析を行なったところ，
CRCT高発現形質転換イネでは非形質転換イネに比べアミロース含量が増加することが
わかった．しかし，CRCT の発現量はアミロペクチンのクラスター構造に大きな影響を
与えないこともわかった．葉鞘からデンプン粒を精製し，走査型電子顕微鏡を用いて観
察したところ，CRCT 高発現形質転換イネの葉鞘のデンプン粒は非形質転換イネよりも
サイズが大きいものの，形状に大きな差異は認められなかった． 
 CRCT は胚乳で機能している SSI や BEI といった酵素の発現も制御している．そのた
め，CRCT が胚乳のデンプン合成に及ぼす効果についても解析を行なった．CRCT 形質
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転換イネの胚乳を用いて，Native-PAGE/活性染色解析と鎖長分布解析を行なったが，そ
れらの結果に非形質転換イネとの差異は認められなかった． 
 以上の結果より，CRCT は葉鞘において複数のデンプン合成関連酵素の発現を制御し，
アミロペクチンの短鎖の割合やアミロース含量に影響を与えることがわかった． 
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第 4 章 
CRCT が稲わらを用いたバイオエタノール生産効率に及ぼす効果 
 
 第 1 章により，CRCT 高発現形質転換イネは茎葉部に多くのデンプンを蓄積すること
が明らかとなった．近年，イネの新しい利用法として発酵粗飼料やバイオ燃料が注目さ
れており，CRCT 高発現形質転換イネで見られた茎葉部へのデンプンの高蓄積は，それ
らイネの新しい利用法に非常に重要な形質である．本章では CRCT 形質転換イネを用い
て，CRCT が稲わらからのバイオエタノール生産効率に及ぼす効果を解析した． 
 122
材料と方法 
 
4-1 供試材料 
 非形質転換イネ，CRCT 高発現形質転換イネ，CRCT 発現抑制形質転換イネを植物材
料として解析に用いた．1-2 と同様の方法でイネを育苗し，4.8 葉齢期の個体を 0.6 g N
に相当する化成肥料 (N:P:K = 8:8:8)，0.4 g N の相当する緩効性肥料 (LP70)，0.3 g の微
量要素 (ハイグリーン)，4 g のケイ素を含む水田土壌を充填した 1/5000a のワグネルポ
ットに 1 ポットあたり 2 個体移植し，神戸大学農学部組換え体温室ファイトトロンで育
成した．移植後 60 日後に生育が悪い個体を間引きし，1 ポットあたり 0.16 g N になる
ように化成肥料 (N:P:K = 8:8:8) を追肥した．出穂後 50 日目に，穂を収穫し 50°C で 3
日間乾燥させ，収量調査に用いた．収穫後の個体を地際より刈り取り，80°C で 3 日間
乾燥させた．乾燥させた稲わらはクラッシャー (ハンマータイプ; 三庄インダストリー) 
を用いて細かく粉砕し，以下の解析に用いた． 
 
4-2 希硫酸前処理 
 希硫酸前処理は Teramura et al. (2013) の方法に従って行った．粉砕した稲わら 6 g を
80 mL の 1% (v/v)希硫酸溶液に加え，ホットスターラー (HME-19G-U; Koike Precision 
Instruments) で 180°C，45 分，200 rpm で撹拌した．前処理後，懸濁液をろ紙 (No.1; 
ADVANTEC) で濾過し，可溶性画分と酸不溶性画分に分けた．酸不溶性画分は蒸留水
で数回洗浄した．洗浄後の酸不溶性画分は乾燥させ，電子天秤 (XS105DU; METTLER 
TOLEDO) を用いて重量を測定した．可溶性画分は粉末状の水酸化カルシウムを加え
pH 5.0 に調整し，糖含量と発酵阻害物質含量の測定に用いた． 
 
4-3 糖含量の測定 
 糖含量の測定はMatsuda et al. (2011) の方法で行った．可溶性画分と0.1% (w/w) リビ
トール溶液をそれぞれ1.5 μLずつ1.5 mLチューブにとり遠心乾燥機  (7810010; 
Labconco) を用いて乾燥させた．沈殿をピリジンに溶解したO-メチルヒドロキシルアミ
ン塩酸塩溶液 (20 mg mL-1 ) 100 μLで溶かし，30°Cで90分間インキュベートした．その
後，50 μLのN-メチル-N-トリメチルシリルトリフルオロアセトアミドを加え，さらに
30°Cで90分間インキュベートした．10 μLのサンプル溶液を用いてガスクロマトグラフ
ィー質量分析器 (GCMS-2010 Plus，Shimadzu) により糖濃度を測定した．キャリアガス
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にはヘリウムを用い，インジェクション温度は230°Cとした．オーブン温度は解析を初
めて0-2分間は80°C，その後1分間に15°Cのペースで330°Cまで温度を上昇させた． 
 
4-4 発酵阻害物質の測定 
 発酵阻害物質の解析は Matsuda et al. (2011) の方法で行った．可溶性画分 100 μL にア
セトン 900 μL を加えよく撹拌した後，21,880 g で 10 分間遠心分離し，得られた上澄み
10 μL をガスクロマトグラフィー質量分析器 (GCMS-2010 Plus，Shimadzu; カラム，
CP-Sil 8CB-MS，Agilent，30 m × 0.25 mm) にかけ，5-HMF 濃度とフルフラール濃度を
測定した．キャリアガスにはヘリウムを用い，インジェクション温度は 250°C とした．
オーブン温度は解析を初めて 0-5 分間は 50°C，その後 1 分間に 20°C のペースで 280°C
まで温度を上昇させた．酢酸濃度とギ酸濃度の分析には同じ装置カラムは DB-FFAP 
(Agilent, 60 m × 0.25 mm) を用いた．キャリアガスも同様にヘリウムを用い，インジェ
クション温度は 250°C とした．オーブン温度は解析を始めて 0-5 分間は 100°C，その後
1 分間に 10°C のペースで 230°C まで温度を上昇させた． 
 
4-5 稲わらと酸不溶性画分の組成分析 
 稲わらと酸不溶性画分の組成分析はアメリカ国立再生可能エネルギー研究所の方法
に若干の改良を加え行った (Sluiter et al., 2011; Teramura et al., 2013)．300 mg の乾燥サン
プルに 72% (w/w) 濃硫酸を 3 mL 加えて 30°C で 2 時間反応させた．反応液を蒸留水で
4% (w/w) の濃度になるように希釈した後 121°C で 1 時間オートクレーブにかけた．そ
の後，混合液を遠心分離し得られた上澄みを用いて，4-3 の方法でグルコース含量とキ
シロース含量を求め，その値から稲わら中に含まれるセルロースとヘミセルロースの割
合を算出した．稲わら中の酸可溶性リグニンの割合は，酸処理後の上澄みの 240 nm の
光学密度を測定し算出した．稲わら中の酸不溶性リグニンの割合は，酸処理後の残渣の
乾物重を測定し算出した． 
 稲わら中のデンプンの組成分析では，75 mg の乾燥サンプルに 0.5 M NaOH を 750 μL
加え室温で 20 分間反応させデンプンを糊化した．遠心分離して上澄みを回収し，0.5 M
酢酸溶液を加えて pH 5 に合わせ，蒸留水で全量を 7.5 mL とした．サンプル液 100 μL
に酵素液 (8 unit α-amylase, 13 units glucoamylase, 0.5M酢酸ナトリウム緩衝液) を 100 μL
加えて 50°C で 1 時間反応させた．グルコース含量を 4-3 の方法で測定し，その値から
稲わら中のデンプンの割合を算出した．  
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また，希硫酸前処理後の酸不溶性画分についても同様に組成分析を行った． 
 
4-6 酵素糖化率の解析 
 セルラーゼ (Cellic CTec2; Novoenzymes) を 6.6 filter paper units g-dry weight-1となるよ
うに加えた酵素糖化反応液 (0.3 M クエン酸緩衝液，テトラサイクリン (40 μg mL-1)，シ
クロヘキシミド (30 μg mL-1) ) に乾燥させた酸不溶性画分 80 mg を加え，反応条件 50°C，
72 時間，120 rpm の条件に設定したパーソナル有機合成装置 (PPS-2000; Tokyo Rikakikai) 
を用いて糖化反応を行った．72 時間後，サンプルを氷上に置き酵素糖化反応を止め，
21,880 g，4°C で 10 分間遠心分離した．得られた上澄みを用いて 4-3 の方法でグルコー
ス濃度を解析し，糖化効率を算出した． 
 
4-7 収量調査 
 乾燥させた稲わらの重量を測定した．遅れ穂を除いた穂数を測定した後，脱穀し全籾
数を測定した．籾をエタノールで予浸した後，密度比 1.06 の NaCl 溶液で塩水選を行
った．完全沈降した籾を蒸留水で洗い，再度 50°C で 3 日間乾燥させた後，完全沈降し
た籾数を測定し登熟歩合を求めた．さらに籾摺りをした後，玄米千粒重を測定した．1
個体当りの収量は，穂数，一穂頴花数，登熟歩合，玄米千粒重から算出した． 
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結果 
 
 初めに，CRCT 形質転換イネの稲わらを用いて希硫酸前処理を行い，酸可溶性画分の
グルコース濃度，キシロース濃度と酸不溶性画分の残渣の割合を解析した (図 34)．可
溶性画分のグルコース濃度は，CRCT 高発現形質転換イネでは非形質転換イネに比べ顕
著に高く，非形質転換イネでは 7.5 g L-1 だったのに対し，CRCT 高発現形質転換イネで
は 17.8 - 21.8 g L-1 と非形質転換イネのおよそ 2.5 - 3 倍だった (図 34A)．一方で，CRCT
発現抑制形質転換イネでは可溶性画分のグルコース濃度が有意に減少し，4.4 g L-1だっ
た．グルコース濃度とは対照的に，可溶性画分のキシロース濃度は CRCT 高発現形質転
換イネでは非形質転換イネに比べ有意に減少した (図 34B)．また，CRCT 高発現形質転
換イネでは非形質転換イネに比べ希硫酸前処理後の残渣が顕著に減少したが，CRCT 発
現抑制形質転換イネでは非形質転換イネと比べて差異は認められなかった (図 34C)．可
溶性画分のグルコース濃度と酸不溶性残渣の重量の関係を調べると，それらの間には高
い負の相関が認められた (図 35)．これらの結果から，CRCT の発現量は可溶性画分の
グルコース濃度に最も大きな影響を与えることがわかった． 
 希硫酸処理による前処理はその副産物として，その後の発酵過程を阻害する発酵阻害
物質を生成してしまうことが報告されている (Teramoto et al., 2008)．そこで発酵阻害物
質であるフルフラール，ヒドロキシメチルフルフラール (5-HMF) ，酢酸，ギ酸の濃度
を可溶性画分について解析した (図 36)．フルフラールと 5-HMF の濃度については，
CRCT 形質転換イネと非形質転換イネの間に差は認められなかった．酢酸濃度は CRCT
発現抑制形質転換イネで非形質転換イネに比べ有意に減少した．一方，ギ酸濃度はCRCT
高発現形質転換イネでは非形質転換イネに比べ顕著に増加した．以上の結果より，CRCT
の発現量は可溶性画分の発酵阻害物質である酢酸とギ酸の濃度に影響を与えることが
わかった． 
 可溶性画分のグルコース濃度は，稲わらの構成成分，特にデンプンの割合によって決
定されること報告されている (Teramura et al., 2013)．そこで，CRCT 形質転換イネの稲
わらの構成成分の組成を解析した (表 10)．第１章での結果から予想される通り，CRCT
高発現形質転換イネでは非形質転換イネに比べ稲わら中のデンプンの割合が有意に高
かった．デンプンの割合とは対照的に，ヘミセルロースと酸不溶性リグニンの割合は
CRCT 高発現形質転換イネでは非形質転換イネに比べ有意に減少した．一方 CRCT 発現
抑制形質転換イネでは，非形質転換イネに比べデンプンの割合は減少し，ヘミセルロー
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スと酸不溶性リグニンの割合が増加した．これらのことから CRCT は稲わらのデンプン
の割合のみならず，ヘミセルロースやリグニンといった細胞壁の構成成分の割合にも影
響を与えることがわかった． 
 酸不溶性画分をセルラーゼ処理し，糖化効率を解析した (図 37)．CRCT 形質転換イ
ネの糖化効率は非形質転換イネに比べ大きな差異は認められなかった．酸不溶性画分残
渣の組成を解析すると，非形質転換イネと CRCT 形質転換イネの間に差異は認められな
かった (表 11)．よって，CRCT の発現量は酸不溶性残渣の組成には影響を与えないこと
から，糖化効率にも影響を与えないことがわかった． 
 バイオエタノール生産には，バイオマスの大きさも重要な形質となる．そこで CRCT
形質転換イネの稲わらの乾物重と収量についても解析を行った (表 12)．CRCT 高発現
形質転換イネの稲わらの乾物重は，非形質転換イネに比べ顕著に増加した．一方，CRCT
高発現形質転換イネでは，登熟歩合や千粒重が大きく減少したために収量も大きく低下
した．第 2 章では CRCT 高発現形質転換イネの乾物重は非形質転換イネの乾物重に比べ
大きく低下していた (図 20)．これらの結果の差異は，生育条件の違いによるものと考
えられる．CRCT 発現抑制形質転換イネでは稲わらの乾物重は非形質転換イネと変わら
ず，収量にも差異は認められなかった．また，それぞれの画分で得られるグルコース量
と，稲わらの乾物重から植物体 1 個体当たりから得られるグルコース収量を計算すると，
非形質転換イネではおよそ 10.9 g plant-1，CRCT 高発現形質転換イネではおよそ 20.2 - 
25.5 g plant-1，CRCT 発現抑制形質転換イネではおよそ 7.8 g plant-1と見積もられた．よ
って，CRCT の利用について考えた場合，発現抑制するよりも高発現した方がバイオマ
ス生産に大きな効果をもたらすことがわかった． 
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図 35．希硫酸処理後の可溶性画分のグルコース含量と酸不溶性残渣の重量の関係． 
R
2
は決定係数を示す．NT, 非形質転換イネ; OX1 と OX2, CRCT 高発現形質転換イネ; 
RNAi, CRCT 発現抑制形質転換イネ．  
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表 10．稲わらの構成成分の組成． 
 Glucan (%) Starch 
(%) 
Cellulose 
(%) 
Hemicellulose 
(%) 
Acid-insoluble 
lignin (%) 
Acid-soluble
lignin (%) 
Total (%) 
NT 35.2 ± 1.5 3.4 ± 0.4 31.8 ± 1.5 12.3 ± 0.4 19.9 ± 0.2 17.3 ± 0.5 84.6 ± 1.6
OX1 40.1 ± 1.9** 6.8 ± 1.2** 33.4 ± 1.1 10.2 ± 0.9** 15.7 ± 1.7** 17.2 ± 0.4 83.3 ± 2.4
OX2 46.2 ± 4.3** 7.3 ± 0.8** 38.9 ± 4.4* 10.7 ± 0.9* 13.3 ± 0.8** 17.4 ± 0.3 87.6 ± 2.5
RNAi 30.8 ± 2.4* 1.2 ± 0.3** 29.6 ± 2.6 14.6 ± 1.3** 24.0 ± 1.9* 16.8 ± 0.2 86.2 ± 2.8
Glucan は Starch と Cellulose の合計を，Total は全ての成分の合計を示す．*，**はそれ
ぞれ 5%，1%水準で非形質転換イネとの間に有意差があることを示す．± は標準偏差を
示す．NT，非形質転換イネ; OX1 と OX2，CRCT 高発現形質転換イネ; RNAi，CRCT 発
現抑制形質転換イネ． 
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図 37．酸不溶性画分の糖化効率． 
酸不溶性画分をセルラーゼ処理し，セルロースが分解される割合を求めた．*はそれぞれ
5%水準で非形質転換イネとの間に有意差があることを示す．データは平均値と標準偏差
を示す (n=5)．NT, 非形質転換イネ; OX1 と OX2, CRCT 高発現形質転換イネ; RNAi, CRCT
発現抑制形質転換イネ．  
*
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表 11．希硫酸処理後の酸不溶性画分の組成． 
 Cellulose 
(%) 
Hemicellulose 
(%) 
Acid-insoluble 
lignin (%) 
Acid-soluble 
lignin (%) 
Total (%) 
NT 52.5 ± 1.8 1.6 ± 0.4 27.8 ± 0.3 7.2 ± 0.4 89.0 ± 1.7 
OX1 51.2 ± 2.5 1.1 ± 0.4  29.2 ± 1.1 7.3 ± 0.4 88.8 ± 2.5 
OX2 50.2 ± 5.5 1.3 ± 0.4 27.6 ± 0.5 7.4 ± 0.3 86.5 ± 5.7 
RNAi 52.0 ± 1.6 1.7 ± 0.3 26.9 ± 0.5* 7.7 ± 0.2 88.3 ± 1.3 
Total は全ての成分の合計を示す．*は 5%水準で非形質転換イネとの間に有意差がある
ことを示す．± は標準偏差を示す．NT，非形質転換イネ; OX1 と OX2，CRCT 高発現形
質転換イネ; RNAi，CRCT 発現抑制形質転換イネ． 
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表 12. CRCT 形質転換イネの稲わらの乾物重と収量構成要素． 
 稲わら乾物重 (g) 収量 (g plant-1) 穂数 1 穂穎花数 登熟歩合 (%) 千粒重 (mg)
NT 47.7 ± 3.9 25.2 ± 2.3 20.2 ± 3.1 66.3 ± 6.2 83.7 ± 4.3 22.8 ± 0.2 
OX1 61.3 ± 3.2** 14.3 ± 0.5** 20.0 ± 1.6 61.5 ± 3.4 63.5 ± 2.5** 18.5 ± 0.4** 
OX2 64.9 ± 6.8** 10.8 ± 4.3** 19.0 ± 2.0 56.8 ± 5.0* 52.7 ± 16.2* 18.6 ± 1.2** 
RNAi 46.3 ± 2.3 23.5 ± 0.9 24.8 ± 2.0* 58.8 ± 5.8 77.3 ± 4.2 21.1 ± 0.2** 
*，**はそれぞれ 5%，1%水準で非形質転換イネとの間に有意差があることを示す．± は
標準偏差を示す．NT，非形質転換イネ; OX1 と OX2，CRCT 高発現形質転換イネ; RNAi，
CRCT 発現抑制形質 
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考察 
 
 これまでに，稲わらをバイオマス原料として希硫酸処理法を前処理として用いた研究
例がいくつか報告されている．台湾の栽培イネを用いた解析では，希硫酸処理後の可溶
性画分に稲わら 100 g あたり 8.5 g のグルコースが得られることが報告されている (Hsu 
et al., 2010)．また日本の栽培イネ 13 品種を用いた解析では，可溶性画分のグルコース
収量は品種によって異なり，稲わら 100 g あたり 5.0 - 24.5 g のグルコースが得られたこ
とが報告されている (Teramura et al., 2013)．さらに Goda et al. (2016) は，栽培イネ 208
品種を用いて希硫酸処理後の可溶性画分のグルコース濃度を解析し，飼料用イネ品種で
ある「たちすずか」のグルコース収量が最も高く，稲わら 100 g あたり 23 g のグルコー
スが得られることを報告している．本研究では，稲わら 6 g を 80 mL の 1% (v/v) 希硫
酸で前処理し，可溶性画分のグルコース濃度を解析した (図 34A)．そこから稲わら 100 
g あたりの可溶性画分のグルコース収量を算出すると，非形質転換イネでは稲わら 100 g
あたり 10 g のグルコースが，CRCT 高発現形質転換イネでは稲わら 100 g あたり 23.7 - 
29.1 g のグルコースが得られることとなる．つまり，CRCT を高発現すると非形質転換
イネよりも 2-3 倍のグルコースを得ることができ，さらにそれは多くの栽培イネ品種よ
りも高いグルコース収量であることがわかった． 
 希硫酸処理後の可溶性画分のグルコース濃度は稲わらのデンプン含量と高い正の相
関があることが報告されている (Teramura et al., 2013)．CRCT 高発現形質転換イネの稲
わらのデンプンの割合は非形質転換イネよりも 2 - 3 倍に増加していた (表 10)．よって
CRCT 高発現形質転換イネでは稲わらのデンプンの割合が増加したため，可溶性画分の
グルコース収量が増加したと考えられる．さらに，CRCT 高発現形質転換イネでは非形
質転換イネに比べ稲わら乾物重が増加した (表 12)．つまり，CRCT を遺伝子工学的に
高発現することは，デンプンが高蓄積するだけでなく，バイオマスも大きくなるためグ
ルコース収量を高める非常に効果的な手段と言える．しかしながら，希硫酸処理後の可
溶性画分のグルコース収量は，栽培環境にも大きな影響を受けることが報告されている 
(Goda et al., 2016)．CRCT を高発現する効果を検証するためには，圃場試験を行うなど
実際の栽培環境を想定した解析が必要だろう． 
 可溶性画分のグルコース収量の増加とは対照的に，CRCT 形質転換イネでは酸不溶性
画分 (セルロース) の糖化効率は非形質転換イネと同程度であった (図 37)．希硫酸処理
後の酸不溶性残渣の組成はイネ品種によって大きな差異がないことが報告されている 
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(Teramura et al., 2015)．本研究においても，CRCT 形質転換イネの酸不溶性残渣の組成は
非形質転換イネと差異が認められなかった (表 11)．つまり，CRCT の発現量は酸不溶性
残渣の組成に影響を与えないため，糖化効率には効果がなかったものと考えられる． 
 希硫酸処理では，発酵阻害物質が生成される問題がある (Teramoto et al., 2008)．
Teramura et al. (2015) の報告によると，発酵阻害物質である 5-HMF はデンプンやセルロ
ースに由来するグルコースが分解されることで生成され，フルフラールはヘミセルロー
ス由来のキシロースが分解されることで生成される．さらにそれらが分解され，ギ酸と
なることも報告されている．本研究では，デンプンが高蓄積している CRCT 高発現形質
転換イネを希硫酸処理すると，顕著にギ酸濃度が非形質転換イネよりも高くなることが
わかった (図 36)．これはデンプンの加水分解により生成されるグルコース量が CRCT
高発現形質転換イネで多いため，その分解物であるギ酸が多くなったことが原因だと考
えられる．希硫酸で前処理を行う上で発酵阻害物質の生成は避けられない．この問題を
解決するためには，発酵阻害物質に抵抗性を持った酵母 (Zaldivar et al., 2001; Hasunuma 
et el., 2011) やナノ濾過膜による発酵阻害物質の分離 (Weng et al., 2010; He et al., 2012) 
などの技術開発が必要となると考えられる． 
 バイオエタノール生産用の作物として，重要な条件の 1 つは食糧生産と競合しないこ
とである．これまでの解析から，栽培イネ品種で高いグルコース収量を得る品種として，
「たちすずか」や「リーフスター」が報告されている (Teramura et al., 2013; Goda et al., 
2016)．これらの品種の特徴として茎部に多くの光合成産物を蓄積するが，残念ながら
子実収量が低いという欠点がある (Ookawa et al., 2010; Matsushita et al., 2011)．つまり，
これらの品種を食用品種に変わり栽培すると食糧生産量の減少が起こる．また本研究に
よりバイオエタノール生産への有効性が示された CRCT 高発現形質転換イネでも，非形
質転換イネに比べ子実収量が大きく低下した (表 12)．この原因は，CRCT 高発現形質
転換イネは恒常的に発現するアクチンプロモーターを用いて CRCT を高発現している
ため，穂が形成される穂ばらみ期や種子が発達する登熟期にも茎葉部でのデンプン蓄積
が盛んに起こり，穂の形成や登熟と茎葉部のデンプン合成との間で光合成産物の競合が
起きたためと考えられる．しかし，この競合を回避する方法がいくつか考えられる．1
つは CRCT を高発現させるのに利用するプロモーターの選択である．例えば，登熟期後
期から発現するプロモーターを利用すると，穂の形成や種子の登熟には影響を与えず，
茎葉部のデンプン蓄積量が高められる可能性が考えられる．もう 1 つは光合成産物を供
給するソース能力の改良である．茎葉部のデンプン合成，穂の形成，種子の登熟は全て
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光合成産物を競合するシンクとなっており，それらの内どれかが低下するということは
光合成産物の供給量が需要量に比べ低いからであると考えられる．シンク能力以上の光
合成産物を供給することができれば，収量と茎葉部の高いデンプン蓄積量の 2 つの形質
を両立できるイネ品種を開発できる可能性がある． 
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摘要 
 
 イネの新しい利用法として，発酵粗飼料やバイオ燃料が注目されている．本研究でこ
れまでに解析に用いてきた CRCT 高発現形質転換イネは茎葉部に多くのデンプンを蓄
積することから，遺伝子工学的な CRCT の改良は，それらのイネの新しい利用法に有効
であると考えられる．そこで本章では CRCT 形質転換イネを用いて，CRCT が稲わらを
用いたバイオエタノール生産効率に及ぼす効果について解析を行った． 
 希硫酸処理後の可溶性画分のグルコース濃度は，CRCT 高発現形質転換イネでは非形
質転換イネに比べて顕著に増加した．一方，キシロース濃度や酸不溶性残渣は CRCT 高
発現形質転換イネで減少した．可溶性画分に含まれる発酵阻害物質であるギ酸の濃度は，
非形質転換イネに比べ CRCT 高発現形質転換イネで高くなった．しかし，他の発酵阻害
物質であるフルフラール，5-HMF，酢酸の濃度は非形質転換イネと差異は認められなか
った．CRCT 形質転換イネの稲わらの構成成分の組成を解析したところ，CRCT 高発現
形質転換イネでは非形質転換イネに比べて顕著にデンプンの割合が増加していたが，ヘ
ミセルロースと酸不溶性リグニンの割合は減少した．可溶性画分のグルコースは主にデ
ンプンに由来することが知られており，CRCT 高発現形質転換イネでは稲わら中のデン
プンの割合が増加したため，可溶性画分のグルコース濃度が増加したと考えられた．セ
ルラーゼ処理により，酸不溶性残渣中のセルロースの糖化効率を解析したところ，CRCT
形質転換イネと非形質転換イネの間に差異は認められなかった．また，酸不溶性残渣の
組成についても CRCT 形質転換イネと非形質転換イネで差異は認められなかった．つま
り，CRCT の発現量は酸不溶性残渣の組成に影響を及ぼさないため，糖化効率にも影響
を及ぼさなかったものと考えられた．CRCT 高発現形質転換イネでは稲わらの乾物重が
非形質転換イネよりも増加していた．よって，CRCT を高発現することは，稲わらを用
いたバイオエタノール生産効率を大きく高めるための有効な方法であることが明らか
となった． 
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